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CHX Cycloheximid; 4-[(2R)-2-[(1S,3S,5S)- 3,5-Dimethyl-2-oxocyclohexyl]- 2-
hydroxyethyl] piperidin-2,6-dion 
CPM Counts per Minute; Zählungen pro Minute 
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
ERK1/2  Extracellular signal Regulated Kinase 1/2 
GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor 
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HEK293 Human embryonic kidney cells; Zelllinie 
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
mk monoklonal 
Mock Negativkontrolle für die Rezeptortransfektion; statt Rezeptor-Vektor-
Konstrukt wird nur der leere Vektor transfiziert 
NK1-R Neurokinin-1 Rezeptor 
PTX Pertussistoxin 
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Der Chemokinrezeptor CXCR7 spielt eine essentielle Rolle bei der normalen Entwicklung 
und fördert die Initiation und Progression verschiedener pathologischer Prozesse wie Krebs 
und Autoimmunerkrankungen. Er ist ein atypischer Rezeptor, der nicht an G-Proteine koppelt 
und als effektiver Scavenger für SDF-1 agiert. Der zweite SDF-1-bindende Chemokinrezeptor 
CXCR4 aktiviert intrazelluläre Signalkaskaden über G-Proteine und vermittelt so 
physiologisch und pathologisch relevante Zellmigrationsprozesse. Indem er als Scavenger für 
SDF-1 agiert, moduliert CXCR7 den CXCR4-SDF-1-Signalweg. Um die Funktionen von 
CXCR7 besser zu verstehen und die strukturellen Domänen zu definieren, welche die 
entgegengesetzten Effekte der beiden SDF-1-Rezeptoren regulieren, wurden Tail swap-
Mutanten und weitere Rezeptorchimären erzeugt.  
Die Wildtyprezeptoren oder Rezeptormutanten wurden in HEK293 oder CHO-K1 Zellen 
exprimiert und es wurde das Rezeptortrafficking, die Bindung, Internalisierung und 
Degradation von SDF-1, die G-Protein Kopplung und die Aktivierung von MAP-Kinasen 
untersucht. Dabei zeigte sich, dass CXCR7 bereits ohne Ligand schnell internalisiert und dass 
dieser Prozess durch Clathrin-vermittelte Endocytose vermittelt wird. Die Internalisierung 
wird durch den Liganden noch beschleunigt und ihre Geschwindigkeit ist abhängig von der C-
terminalen Domäne. Rezeptoren mit dem CXCR4 C-Terminus internalisieren deutlich 
langsamer und die Internalisierung ist nur unter Ligandeneinfluss effektiv. Zusätzlich zur 
schnellen Internalisierung haben Rezeptoren mit dem CXCR7 C-Terminus eine höhere 
Affinität für SDF-1 als Rezeptoren mit der entsprechenden C-terminalen Domäne von 
CXCR4, woraus eine effektive SDF-1-Internalisierung und eine deutlich höhere Degradation 
von SDF-1 resultieren. Diese Effekte konnten trotz einer verstärkten, basalen Degradation 
dieser Rezeptoren beobachtet werden, die zu geringen Gesamtrezeptorspiegeln führte. Da die 
Expressionsspiegel dennoch konstant blieben, müssen Prozesse wie de novo Synthese und 
Rezeptorrecycling eine zusätzliche Rolle spielen. CXCR4 wurde dagegen unter 
Ligandeneinfluss degradiert und es fand bei andauernder SDF-1 Behandlung keine 
Auffüllung des Rezeptorproteins statt. 
Für CXCR7, beide Tail swap-Mutanten und zwei weitere CXCR7-Mutanten, welche die 
zweite cytosolische Domäne von CXCR4 enthalten, konnte keine G-Protein Kopplung 
nachgewiesen werden. Nur CXCR4 zeigte eine G-Protein vermittelte Calcium-Antwort. Auch 
eine MAPK-Aktivierung konnte nur für CXCR4 gezeigt werden. Dafür konnte an der 
CXCR7-Mutante mit dem CXCR4 C-Terminus eine konstitutive Phosphorylierung gezeigt 
werden, die durch SDF-1 weiter intensiviert wurde. Diese C-terminale Phosphorylierung 
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wurde vermutlich durch die Basis des CXCR7-Rezeptors hervorgerufen. Da im Allgemeinen 
die Phosphorylierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren über die Entkopplung von G-
Proteinen zur Rezeptordesensitisierung führt, wurde diese Phosphorylierung zur Erklärung 
der fehlenden CXCR7-Signalgebung herangezogen.  
Analog zu der Erkenntnis, dass CXCR7 bestimmten Phosphorylierungsmechanismen 
unterliegt, kristallisierte sich als vielversprechendste Mutante in Bezug auf die 
Rezeptorregulation eine Phosphsphorylierungsstellen-defiziente Mutante ohne C-terminale 
Serin- und Threoninreste (CXCR7-ST/A) heraus. Diese Mutante zeigte sowohl Liganden-
unabhängig, als auch unter Behandlung mit SDF-1 eine deutlich verlangsamte 
Rezeptorinternalisierung und auch die Internalisierung von SDF-1 war deutlich eingeschränkt. 
Diese Effekte wurden bei dem Versuch die Phosphorylierungsstellen strukturell einzugrenzen 
allerdings geringer, so dass bei den Effekten von einem Zusammenspiel mehrerer, über den 
C-Terminus von CXCR7 verteilter Phosphorylierungsstellen auszugehen ist. 
Zusammengenommen bestätigen die Ergebnisse, dass CXCR7 ein effektiver Scavenger für 
SDF-1 ist und weisen darauf hin, dass diese Funktion aufgrund der starken 
Rezeptordegradation strengen Regulationsmechanismen wie de novo Synthese und 
Rezeptorrecycling unterliegt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die C-terminale 
Domäne von CXCR7 eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Rezeptorfunktion spielt 






1  Einleitung 
 
1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren  
Die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) beinhaltet Rezeptoren für 
Hormone, Cytokine, Neurotransmitter, visuelle Lichtwellen und Chemokine (Schier et al., 
2003) und stellt damit ein attraktives Ziel für pharmakologische Ansätze dar. Ihre Liganden 
machen derzeit etwa 30% aller klinisch angewandten pharmazeutischen Wirkstoffe aus (Wise 
et al., 2002; Overington et al., 2006). Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren tragen ihren 
Namen, da sie zunächst als Rezeptoren bekannt waren, die bei Stimulation durch einen 
extrazellulären Reiz intrazellulär G-Proteine (Guaninnukleotid-bindende Proteine) binden, 
diese aktivieren und so intrazelluläre Signalkalkaden in Gang setzen. Seit Neuerem ist 
allerdings bekannt, dass es auch andere, G-Protein unabhängige Wege der GPCR-vermittelten 
Signaltransduktion gibt (Ferguson et al., 1996; Luttrell et al., 2008).  
Die heterotrimeren G-Proteine, denen die Familie ihren Namen verdankt, bestehen aus drei 
Untereinheiten, von denen jeweils mehrere Isoformen existieren. Von der α-Untereinheit sind 
21 Isoformen, von der β-Untereinheit 5 und von der γ-Untereinheit 12 Isoformen bekannt. Die 
Aktivierung verschiedener Signalwege hängt von diesen Isoformen ab. So aktivieren z.B. die 
Isoformen der Gαq-Familie die Phosphoinositoidkaskade, während die Gαs-Familie die 
Adenylat-Cyclase-Kaskade aktiviert und die Gαi-Familie diese Kaskade hemmt. Im inaktiven 
Zustand liegen die drei Untereinheiten als Komplex vor und an der α-Untereinheit ist ein 
GDP gebunden. Durch den aktiven Rezeptor wird dann das GDP durch ein GTP ausgetauscht, 
wodurch das G-Protein aktiviert wird und in die Untereinheiten Gα und Gβγ zerfällt, die dann 
ihrerseits mit weiteren Signalmolekülen interagieren. Das G-Protein wird durch die 
intrinsische GTPase-Aktivität der α-Untereinheit wieder deaktiviert, wodurch die 
Untereinheiten wieder reassoziieren und erneut an einen Rezeptor binden können. 
Heterotrimere G-Proteine unterliegen also einer Art von Selbstregulation (Lodish et al., 
2001). 
Trotz der großen Vielfalt an extrazellulären und intrazellulären Bindungspartnern weisen die 
GPCRs viele Gemeinsamkeiten auf und sind sich vor allem strukturell sehr ähnlich. Sie haben 
alle eine extrazelluläre, aminoterminale Domäne, die eine zentrale Funktion bei der 
Ligandenbindung hat, und eine intrazelluläre, carboxyterminale Domäne, die an der G-
Proteinbindung und Aktivierung der intrazellulären Signalkaskaden beteiligt ist. Zwischen 
diesen beiden Domänen liegen sieben α-helikale Transmembrandomänen, die alternierend 
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Endosom dissoziiert der gebundene Ligand und wird dem Abbau in Lysosomen zugeführt. 
Die Rezeptoren werden entweder ebenfalls abgebaut oder sie gelangen über 
Recyclingendosomen dephosphoryliert zurück an die Plasmamembran (Delom und Fessart, 
2011). Neben der Endocytose über „Clathrin-coated vesicles” gibt es aber auch noch einen 
alternativen Endocytoseweg über Caveolae (Claing et al., 2002). Caveolae sind spezielle 
„Lipid Rafts“, die sich aus Lipid-angereicherten Mikrodomänen der Plasmamembran bilden 
und bei denen Caveolin als wichtiges strukturelles Element gilt. Dieser Endocytoseweg 
scheint jedoch langsamer zu sein, als der Clathrin-abhängige Mechanismus. Die 





Abbildung 1.2: Internalisierung und Recycling von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Nach der 
Agonistbindung kommt es zur Rezeptorphosphorylierung durch GRKs, die zur Rekrutierung von β-
Arrestinen führt (Schritt1). Beta-Arrestine interagieren mit Clathrin und AP-2 und leiten die 
Rezeptor/Arrestin-Komplexe zu den „Clathrin-coated pit“ (Schritt 2). Außerdem bindet β-Arrestin c-
Src (Schritt 2 und 3). Die GTPase Dynamin reguliert die Abschnürung des „Clathrin-coated pits“ von 
der Zelloberfläche (Schritt 3 und 4). Nach der Bildung der „Clathrin-coated vesicles“ (Schritt 4) wird 
der Rezeptor in Endosomen internalisiert (Schritt 5), dephosphoryliert und an die Zelloberfläche 
zurücktransportiert (Schritt 6) oder in Lysosomen degradiert (Schritt 7). (verändert nach Delom und 
































































































































































































































































































Terminus des Liganden an eine zweite Bindungsstelle innerhalb des Bündels aus 
Transmembrandomänen. Zusammen führen diese beiden Interaktionen zu den 
Konformationsänderungen, welche die Signaltransduktion auslösen. Die Bindung des G-
Proteins wird vermutlich durch das DRY-Motiv, die cytosolnahen Bereiche der 
Transmembransegmente 5 und 6 und der kurzen Schleife zwischen Helix 7 und 8 
vermittelt(Smit et al., 2011). 
 
1.3 Das Chemokin SDF-1  
Chemokine sind eine Gruppe von etwa 50 kleinen und hoch basischen Cytokinen mit 
chemotaktischer Wirkung (Clore und Gronenborn 1995; Murphy et al., 2000). Ihre 
Tertiärstruktur wird vor allem von einem hoch konservierten Muster von Cysteinresten 
geprägt, aus denen 1-3 Disulfidbrücken resultieren. Anhand ihres Cystein-enthaltenden 
Motivs werden die Chemokine in die systematischen Untergruppen CXC, CC, CX3C und C 
unterteilt. Die beiden größten Untergruppen sind die α-Chemokine, die eine Aminosäure 
zwischen ihren ersten N-terminalen 
Cyteinresten haben (CXC-Chemokine), und 
die β-Chemokine, deren zwei Cysteinreste 
nicht durch eine weitere Aminosäure 
getrennt sind (CC-Chemokine). Daneben 
werden sie auch funktionell in 
inflammatorische (oder induzierbare) und 
homöostatische (oder konstitutive) 
Chemokine klassifiziert (Moser et al. 2004). 
Chemokine sind die hauptsächlichen 
Regulatoren der Migration und Adhäsion 
von Zellen (Zlotnik und Yoshie, 2000). 
Außerdem modulieren einige Chemokine 
das Überleben und Wachstum von Zellen 
(Horuk et al., 2001). 
SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) ist ein 
α-Chemokin (Abb. 1.4), das auch den 
systematischen Namen CXCL12 trägt. Es 
liegt in Lösung sowohl als Monomer, als 
 
Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der 
monomeren Struktur von SDF-1α. α-helikale 
Regionen sind als rote Zylinder, antiparallele β-
Faltblatt Strukturen als gelbe Bänder und das 
Rückgrat aus Schleifen und unstrukturierten 
Helices als grüne Linie dargestellt. Die 
Chemokin-eigenen Strukturelemente sind in der 
Abbildung benannt. Die beiden konservierten 
Disulfidbrücken sind schwarz dargestellt 
(verändert nach Murphy et al., 2007). 
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auch als Dimer vor (Crump et al., 1997; Holmes et al., 2001). Von ihm sind drei alternative 
Splicevarianten bekannt, die als SDF-1α, SDF-1β und SDF-1γ bezeichnet werden (Tashiro et 
al., 1993; Nagasawa et al., 1994; Shirozu et al., 1995). Sie unterscheiden sich in der Länge 
ihres C-Terminus, wobei SDF-1α die kürzeste Splicevariante darstellt (Gleichmann et al., 
2000). Die unterschiedliche Länge hat Einfluss auf die Bindung an die Glykosaminoglykane 
der extrazellulären Matrix und wirkt sich so auf die extrazelluläre Verfügbarkeit von SDF-1 
aus (De La Luz Sierra et al.,  2004).  Der für die Rezeptorbindung und -aktivierung 
verantwortliche N-Terminus ist bei allen drei Peptiden gleich. In der Fachliteratur befassen 
sich die meisten Studien mit SDF-1α und auch in der vorliegenden Arbeit wurde nur diese 
Splicevariante verwendet, auf die sich der Einfachheit halber nur als SDF-1 bezogen wird. 
Die Funktionen von SDF-1 erstrecken sich über mehrere physiologische und pathologische 
Bereiche. Diese umfassen unter anderem die Rekrutierung von Immunzellen zu 
Infektionsherden (Kucia et al., 2004; White et al., 2005), die embryonale Entwicklung 
(Nagasawa et al., 1998), die Mobilisierung und gerichtete Migration von Stammzellen (Kucia 
et al., 2005) und neurologische Funktionen (Bajetto et al., 2001). Außerdem hat es Einfluss 
auf die Infektion mit HIV-1 (Zhou et al., 2001) und spielt eine Rolle bei der Entstehung von 
Tumormetastasen (Muller et al., 2001; Epstein et al., 2004; Luker und Luker 2006). SDF-1 
vermittelt seine Wirkungen über die beiden heptahelikalen Chemokinrezeptoren CXCR4 und 
CXCR7 (Neote et al. 1993; Murphy et al., 2000; Balabanian et al., 2005; Burns et al., 2006). 
 
1.4 SDF-1 und sein Chemokinrezeptor CXCR4 
CXCR4 ist ein typischer G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR). Seine Struktur ähnelt sehr 
stark denen anderer GPCRs wie Rhodopsin und dem β-Adrenergen Rezeptor (Wu et al., 
2010). Allerdings gibt es auch Unterschiede. Neben der Chemokinrezeptor-typischen zweiten 
Disulfidbrücke zwischen N-Terminus und dritter extrazellulärer Schleife weicht vor allem die 
Position der äußeren Hälften der Transmembranhelices etwas ab. Diese Abweichungen 
erzeugen die für SDF-1 optimierte Bindungstasche des Rezeptors. Die innere Hälfte des 
CXCR4-Rezeptors ist stärker konserviert. Dennoch gibt es zwei Besonderheiten in der C-
terminalen Domäne. Zum einen hat CXCR4 keine achte α-Helix und zum anderen fehlen dem 
Rezeptor Palmitylierungsstellen, die eine Stabilisierung der C-terminalen Domäne 
ermöglichen würden (Wu et al., 2010). 
Die Aktivierung des CXCR4-Rezeptors durch SDF-1 löst eine Internalisierung und 
Desensitisierung des Rezeptorproteins aus. Diese Vorgänge werden durch Phosphorylierung 
des Rezeptors reguliert (Haribabu et al., 1997). Die Rezeptoraktivierung kann durch den 
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CXCR4-spezifischen Antagonisten AMD3100 blockiert werden (Schols et al., 1997). Die 
Endocytose von aktiviertem CXCR4 erfolgt über Clathrin-umhüllte Vesikel (Kozak et al., 
2002; Sundararajan et al., 2003). Unter bestimmten pathologischen Bedingungen tritt CXCR4 
aber auch in den Lipid-haltigen Mikrodomänen der Plasmamembran auf, die über Caveolae 
internalisiert werden (Trianiafilou et al., 2002).  
Der aktivierte CXCR4-Rezeptor schaltet je nach Zelltyp unterschiedliche Signalkaskaden an 
(Lazarini et al., 2003). Sein Signal wird wie bei den meisten Chemokinrezeptoren 
hauptsächlich über G-Proteine der Gi-Familie vermittelt (Möpps et al., 1997). Die 
Signalkaskaden können über PI-3 und ERK1/2 verlaufen (Bacon & Harrison, 2000; Lazarini 
et al., 2000; Bajetto et al., 2001; Bonavia et al., 2003) oder über die PLC eine Erhöhung des 
Calciumspiegels auslösen, die ebenfalls zur ERK1/2-Aktivierung führen kann (Bajetto et al., 
1999; Klein et al., 1999; Zheng et al., 1999). Außerdem wurde berichtet, dass CXCR4-
Signaling eine Gi-Protein typische Inhibition von cAMP veranlasst (Liu et al. 2003). Die 
Modulation des cAMP-Spiegels spielt eine wichtige Rolle bei SDF-1-abhängigen 
Migrationsprozessen (Lysko et al., 2011; Wang et al., 2011). 
CXCR4 war der erste Rezeptor, für den die Bindung und Aktivierung durch SDF-1 gezeigt 
wurde und bis 2005 ging man davon aus, dass er der einzige Chemokinrezeptor ist, über den 
SDF-1 seine Funktionen vermittelt (Nagasawa et al., 1996; Ma et al., 1999; Bagri et al., 2002; 
Lazarini et al., 2003). Diese Annahme basierte auf Daten zu den murinen Knock-down (KD) 
Linien von CXCR4 und SDF-1, deren Tiere denselben Phänotyp aufweisen. Die Deletion der 
Gene aus dem Genom ist in beiden Fällen embryonal letal und führt zu zahlreichen 
schwerwiegenden Defekten im Gefäßsystem, dem Herzen, dem Immunsystem und dem 
zentralen Nervensystem (Nagasawa et al., 1996; Zou et al., 1998; Stumm et al., 2003). 
Die Annahme, dass SDF-1 das einzige CXCR4-bindende Chemokin und CXCR4 der einzige 
Chemokinrezeptor für SDF-1 ist, ließ eine einzigartige biologische Bedeutung des CXCR4-
SDF-1-Systems vermuten, da diese singuläre Beziehung für Chemokine untypisch ist und 
außerdem beide Proteine lebensnotwendig sind. Die Bedeutung wurde durch die Erkenntnisse 
bestätigt, dass die SDF-1-Sekretion von Stromazellen des Knochenmarks während der 
Embryogenese für die Kolonisation von CXCR4-positiven hematopoetischen Stamm- und 
Vorläuferzellen kritisch ist (David et al., 2002; Lapidot und Petit, 2002; Kortesidis et al., 
2005). Auch im adulten Organismus ist das CXCR4-SDF-1-System neben zahlreichen 
anderen Vorgängen für dieses Zellsystem von entscheidender Bedeutung. So hat SDF-1 eine 
vorrangige Funktion bei der Retention und Zurückführung der CXCR4-positiven 
Vorläuferzellen ins Knochenmark (Aiuti et al., 1997; Kim und Broxmeyer, 1998; Lapidot und 
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Petit, 2002; Guo et al., 2005) bzw. bei ihrer Freisetzung ins periphere Blut (Devine et al., 
2004; Papayannopoulou, 2004; Lapidot et al., 2005; Pelus und Fukuda, 2008). Im Fall von 
hematopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen ist SDF-1 damit das wichtigste und 
entscheidende chemotaktische Cytokin (Kucia et al., 2005; Nagasawa et al., 1996; Aiuti et al., 
1997).  
 
1.5 Der atypische Chemokinrezeptor CXCR7 
Die Annahme, dass SDF-1 das einzige CXCR4-bindende Chemokin und CXCR4 der einzige 
Chemokinrezeptor für SDF-1 ist, wurde 2005 von Balabanian et al. widerlegt. Dort wurde 
gezeigt, dass CXCR4-negative T-Lymphocyten mit hoher Affinität SDF-1 binden und SDF-1-
abhängig migrieren. Diese Effekte konnten auf den Rezeptor RDC1 zurückgeführt werden, 
der erstmalig 1990 beschrieben wurde. Damals wurde er von Libert et al. aus der cDNA-
Bibliothek einer Hundeschilddrüse kloniert und als Receptor Dog cDNA 1 bezeichnet. Unter 
diesem und anderen Namen war CXCR7 dann bekannt, bis er 2005 „deorphanisiert“ und der 
Klasse der CXC-Chemokinrezeptoren zugeordnet wurde (Balabanian et al., 2005; Burns et al., 
2006). Burns und Kollegen entdeckten zusätzlich, dass CXCR7 außerdem das Chemokin 
ITAC (Interferon-inducible T-cell α-Chemoattractant oder auch CXCL11) bindet. 
Obwohl CXCR7 ein Chemokinrezeptor ist und eine klassische GPCR-Struktur aufweist, 
konnte bisher eine wesentliche Eigenschaft dieser Rezeptoren, die Signaltransduktion über G-
Proteine, nicht beobachtet werden. Dieser Sachverhalt wird allerdings noch kontrovers 
diskutiert.. Für einige Zelltypen konnte zwar eine Kopplung an G-Proteine und ihre 
Aktivierung durch CXCR7 gezeigt werden, indem die Phosphorylierung der Mitogen 
aktivierten Proteinkinase (MAPK) p42/44 (Hartmann et al., 2008) und der 
Serin/Threoninkinase Akt (Wang et al., 2008) nachgewiesen wurde. In anderen Zellsystemen 
konnten hingegen kein CXCR7-abhängigen Signaling beobachtet werden (Levoye et al., 
2009).  
Eine Ursache für das fehlende G-Protein Signaling könnte eine veränderte G-Protein Bindung 
auf Grund der Struktur des CXCR7 sein, da hier das typische DRYLAIV-Motiv in der 
zweiten cytosolischen Schleife zu DRYLIST verändert vorliegt. Das DRYLAIV-Motiv, 
welches für die Kopplung an Gαi-Proteine und die Induktion einer Calcium-Antwort 
notwendig ist (Sierro et al., 2007; Burns et al., 2006), ist bei CXCR7 leicht modifiziert 
(DRYLSIT; Thelen und Thelen, 2008). Diese Veränderung könnte eine Interaktion mit Gαi-
Proteinen verhindern. Auch die Frage nach einer Sensitivität gegenüber dem Gαi -Inhibitor 
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Pertussistoxin muss noch geklärt werden (Hartmann et al., 2008). Es gibt Beobachtungen, 
dass CXCR7 möglicherweise erst durch Dimerisierung mit anderen Chemokinrezeptoren 
seine Funktionalität erlangen könnte (Percherancier et al., 2005). So wird z.B bei 
Coexpression mit CXCR7 das Signaling von CXCR4 so beeinflusst, dass durch SDF-1 eine 
stärkere Calcium-Antwort und eine stabilere Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK1/2 
hervorgerufen werden (Sierro et al., 2007; Levoye et al., 2009).  
Im Jahre 2009 wurde erstmals beschrieben, dass CXCR7 nach Ligandenbindung verstärkt β-
Arrestin rekrutiert (Kalatskaya et al., 2009), dass die Bindung an β-Arrestin 2 in Abhängigkeit 
von Zeit und Chemokinkonzentration ansteigt und dass dadurch eine Rezeptoraktivierung 
stattfindet (Luker et al., 2009). Es ist schon länger bekannt, dass β-Arrestine nicht nur die 
Internalisierung und Desensitisierung von GPCRs vermitteln, sondern dass sie auch 
unabhängig von G-Proteinen intrazelluläre Signalkaskaden aktivieren können (Wei et al., 
2003; Lefkowitz und Shenoy, 2005). Von Rajagopal et al. wurde 2009 die Aktivierung von 
MAP-Kinasen durch CXCR7 und β-Arrestin 2 nachgewiesen. Diese Erkenntnis verlieh 
CXCR7 eine neue Bedeutung, da er jetzt als eigenständig signalgebender Rezeptor 
identifiziert war, auch wenn er keine G-Proteine aktiviert. 
Eine weitere Eigenschaft, die CXCR7 zu einem atypischen Chemokinrezeptor macht, ist die 
Tatsache, dass er als hochaffiner SDF-1-Fänger agiert und große Mengen dieses Chemokins 
aus dem umliegenden Gewebe entfernt (Boldajipour et al., 2008; Naumann et al., 2010; 
Sanchez-Alcaniz et al., 2011). Er wird deshalb auch als Scavenging-Rezeptor bezeichnet. Der 
Effekt wird, neben der Fähigkeit SDF-1 hochaffin zu binden, dadurch unterstützt, dass 
CXCR7 einer starken konstitutiven Internalisierung unterliegt. Der Rezeptor internalisiert 
nicht nur unter Ligandeneinfluss wie CXCR4 und andere typische Chemokinrezeptoren 
(Kucia et al., 2005), sondern durchläuft auch eine Liganden-unabhängige Internalisierung. 
Diese führt dazu, dass CXCR7 vor allem intrazellulär in frühen Endosomen vorliegt 
(Hartmann et al., 2008). Die Internalisierung verläuft vor allem über Clathrin-vermittelte 
Endocytose (Luker et al., 2010). Ob CXCR7 auch über Caveolae internalisiert wird, wurde 
bisher noch nicht untersucht. Die aus der starken Internalisierung resultierende geringe 
Verfügbarkeit von CXCR7-Rezeptoren an der Zelloberfläche kann auch ein Grund für 
fehlende bzw. zelltypspezifische G-Proteinkopplung sein. Ohne die Möglichkeit zur G-
Proteinkopplung werden bestimmte Signaltransduktionswege nicht aktiviert, die für die 




1.6 Die physiologische Bedeutung des CXCR4-CXCR7-SDF-1-Systems 
Ähnlich wie CXCR4 und SDF-1 hat CXCR7 auch in vivo eine hohe Relevanz und ist unter 
Säugetieren hoch konserviert (Heesen et al., 1998; Shimizu et al., 2000). Ist CXCR7 aus dem 
Genom deletiert, erleiden Mäuse perinatal den Tod. Dieser wird vor allem durch Defekte in 
der Entwicklung des Herzens verursacht. Beeinträchtigungen bei der Blutbildung, wie sie bei 
CXCR4- bzw. SDF-1-defizienten Mäusen auftreten, wurden dagegen nicht berichtet (Sierro et 
al., 2007; Gerrits et al., 2008). 
Im gesunden Organismus wird CXCR7 sowohl in embryonalen, als auch in juvenilen und 
adulten Zellen exprimiert. Die höchste Expression tritt allerdings während der Entwicklung 
auf und CXCR7 wird kaum in normalen somatischen Zellen exprimiert (Thelen und Thelen, 
2008). CXCR7-Protein konnte vor allem auf der Oberfläche von fetalen Leberzellen, 
Plazenten und aktiviertem Endothelium gefunden werden (Burns et al., 2006; Schutyser et al., 
2007). Eine weitere Verbreitung konnte nur auf mRNA-Ebene detektiert werden. CXCR7-
mRNA wurde in Herz, Gehirn, Milz, Niere, Lunge, Harnblase, Skelettmuskeln, 
Langerhansschen Inseln, Knorpeln, Gelenkwasser, Hoden und Ovarien gefunden (Autelitano 
1998, Martinez et al. 2000, Jones et al., 2006, Gerrits et al. 2008). Im hematopoetischen 
System wird CXCR7 auf Neutrophilen, Monocyten und B-Zellen exprimiert (Balabanian et 
al., 2005, Sierro et al., 2007, Infantino et al., 2006) und im Gehirn ist CXCR7 vor allem im 
Vorderhirn exprimiert, wo es von neuronalen, astroglialen und vaskulären Zellen gebildet 
wird (Schönemeier et al., 2008).  
In dieser Region wurde auch eine besondere Relevanz des CXCR4-CXCR7-SDF-1-Systems 
im Säugetier demonstriert (Sánchez-Alcaniz  et al., 2011; Wang et al., 2011). Während der 
Cortexentwicklung regulieren CXCR4, CXCR7 und SDF-1 gemeinsam die Interneuronen-
Migration. Dabei kommen besonders die Scavenger-Eigenschaften von CXCR7 zur Geltung. 
Der gemeinsam mit CXCR4 in den Interneuronen exprimierte CXCR7-Rezeptor entfernt das 
SDF-1 aus der Umgebung der Interneuronen und baut es ab. Dadurch wird nie eine bestimmte 
Konzentration von SDF-1 überschritten und es kommt nicht zu einem übermäßigen ligand-
induziertem Abbau von CXCR4. Auf diese Weise bleibt das CXCR4-Protein in den 
Interneuronen enthalten und die CXCR4-vermittelte, SDF-1-abhängige Migration dieser 
Zellen wird aufrecht erhalten. Dieser Prozess ist entscheidend für eine korrekte 
Cortexentwicklung und wird durch einen Knock-down jedes einzelnen der drei Proteine 





1.7 Pathologische Relevanz von CXCR7 
CXCR7 hat nicht nur eine hohe physiologische Relevanz, sondern ist außerdem in 
verschiedene pathologische Prozesse involviert. Er spielt eine wichtige Rolle bei dem 
Wachstum und der Metastasierung verschiedener Tumore und bei verschiedenen 
Autoimmunerkrankungen. 
Die Bedeutung von CXCR7 für die Krebsforschung zeigt sich bereits durch die Tatsache, dass 
der CXCR7-Spiegel in vielen Tumoren deutlich erhöht ist (Hattermann et al., 2010; Sun et al., 
2010). Darüber hinaus wurde in einigen Studien gezeigt, dass die Hochregulation des 
CXCR7-Rezeptors in Tumorzellen direkt mit Tumorwachstum, Progression, 
Neovaskularisierung, Invasion und Metastasierung korreliert (Darash-Yahana et al., 2004; 
Miao et al., 2007; Liu et al., 2011). Die Studie von Hattermann et al. verdeutlicht außerdem, 
wie auch pathologische CXCR7-Prozesse mit CXCR4 und SDF-1 korrelieren können. In der 
Studie wird beschrieben, wie CXCR4-positive Tumorstammzellen zu SDF-1-exprimierenden 
Gliomen rekrutiert werden. CXCR7 wird in differenzierten Tumorzellen exprimiert und ist 
dabei in gewisser Weise für die Zurückhaltung von SDF-1 im Gliom verantwortlich. Darüber 
hinaus hat CXCR7 einen antiapoptotischen Effekt auf die Gliomzellen. In letzter Zeit werden 
vermehrt CXCR7-blockierende Substanzen und ihr Einfluss auf CXCR7-exprimierende 
Tumorzellen untersucht. Dabei erweisen sich sowohl synthetische CXCR7-Liganden, als auch 
blockierende anti-CXCR7 Antikörper als potentielle Therapeutika (Hartmann et al., 2008; 
Zabel et al., 2011). 
Auch bei Autoimmunerkrankungen wie Multipler Sklerose und Rheumatoider Arthritis hat 
CXCR7 eine wichtige Funktion. Bei Multipler Sklerose tritt CXCR7 vermehrt in Läsionen 
der Blut-Hirn-Schranke auf. Dort reduziert es SDF-1 von der abluminalen Oberfläche und 
reduziert auf diese Weise den Eintritt von Leukocyten. Auch in diesem Zusammenhang 
könnten sich CXCR7-Antagonisten als wertvolle Therapeutika erweisen (Cruz-Orengo et al., 
2011). Bei Rheumatoider Arthritis wird CXCR7 auf den Endothelzellen der Synovialis 
exprimiert. Durch SDF-1 kann diese CXCR7-Expression noch weiter gesteigert werden und 
es findet eine verstärkte Angiogenese im entzündeten Gewebe statt. Diese Angiogenese kann 
durch Blockierung sowohl von CXCR7 als auch von CXCR4 reduziert werden. Eine 
Behandlung mit dem CXCR7-Liganden CCX733 führt außerdem zu signifikant reduzierten 
klinischen Arthritiszahlen. Somit ist CXCR7 auch bei Rheumatoider Arthritis ein geeignetes 





1.8 Zielsetzung der Arbeit 
Die beiden SDF-1 bindenden Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7 sind sich strukturell 
sehr ähnlich und regulieren gemeinsam viele physiologische und pathologische Prozesse. Auf 
subzellulärer Ebene haben sie allerdings sehr unterschiedliche Funktionsweisen. Da die 
genaue Funktionsweise des erst vor kurzem deorphanisierten CXCR7-Rezeptors noch nicht 
bekannt ist, sollte sie in dieser Arbeit genauer untersucht werden. Dabei sollten die 
Unterschiede in der Funktionalität von CXCR7 und CXCR4 dazu genutzt werden, um mit 
Hilfe von Rezeptorchimären die Rezeptoreigenschaften bestimmten Rezeptorstrukturen 
zuzuordnen. Außerdem sollte durch Austausch spezieller Aminosäuren der Einfluss von 
Proteinkinase-vermittelten Phosphorylierungen auf den CXCR7-Rezeptor untersucht werden. 
Im Einzelnen wurden folgende Fragen bearbeitet: 
 
1) Welche Faktoren beeinflussen die Internalisierung von CXCR7? 
− Auf welchem Weg findet CXCR7-Endocytose statt? 
− Lässt sich die Fähigkeit einer Liganden-unabhängigen Internalisierung über 
den Austausch der C-terminalen Domäne übertragen? 
− Kann die Liganden-unabhängige Internalisierung durch gezielte Mutationen 
aufgehoben werden?  
− Wird CXCR7 nach der Internalisierung abgebaut?  
 
2) Kann für CXCR7 eine G-Protein-Kopplung nachgewiesen werden? 
 
3) Wie beeinflusst SDF-1 die Aktivität des CXCR7-Rezeptors? 
− Hat SDF-1 Einfluss auf die Rezeptorinternalisierung? 
− Bewirkt SDF-1 eine Rezeptorphosphorylierung? 
 








Zur Erstellung der grundlegenden rezeptorcodierenden Plasmidkonstrukte wurde durch 
Reverse Transkription CXCR4- und CXCR7-codierende cDNA aus murinem Milzgewebe 
gewonnen. Die cDNAs wurde durch die Schnittstellen NheI/NotI (CXCR4) und NheI/ApaI 
(CXCR7) erweitert und an das N-terminale Ende der Rezeptorsequenz wurde die Sequenz für 
ein Hemagglutinin  (HA) Epitoptag (MYPYDVPDYA) angehängt. Die HA-tag- und 
rezeptorcodierenden Sequenzen wurden dann jeweils in den pcDNATM3.1(+) Vektor (#V790-
20, Life Technologies) kloniert. Die daraus resultierenden Konstrukte werden im Folgenden 
als CXCR4-WT und CXCR7-WT betitelt.  
Auf der Basis dieser Wildtyp-Konstrukte wurden weitere Konstrukte erzeugt, die Mutationen 
in der Sequenz der C-terminalen Rezeptordomäne aufweisen. Die veränderten 
Nukleotidsequenzen wurden durch Gensynthese erzeugt (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, 
Deutschland). Die Insertion der Syntheseprodukte in CXCR4-WT erfolgte über die endogene 
SphI-Schnittstelle bei Basenpaar 967 und die NotI-Erweiterung. Für die Insertion in CXCR7-
WT wurde eine stille Mutation an Basenpaar 865 eingeführt, die eine XhoI-Schnittstelle 
erzeugt. Über diese XhoI-Schnittstelle und die ApaI-Erweiterung wurden dann die 
Syntheseprodukte in das CXCR7-WT Konstrukt kloniert. Die resultierenden 
Aminosäuresequenzen sind in Tabelle 1A dargestellt. 
Für die Einführung einer Mutation zum Austausch der zweiten cytosolischen Domäne des 
CXCR7 gegen die entsprechende CXCR4-Domäne, wurde die gesamte Sequenz 
stromaufwärts der XhoI-Schnittstelle synthetisiert und über NheI und XhoI in CXCR7-WT 
und CXCR7-4tail kloniert. Die resultierende Aminosäuresequenz ist in Tabelle 1B dargestellt. 
Eine weitere Mutante des CXCR7, in der der gesamte C-Terminus des Rezeptors deletiert ist, 
wurde von ChemoCentryx zur Verfügung gestellt (Zabel et al., 2009). 
 
2.1.2 G-Proteine 
Für die  [Ca2+]i Messungen wurden neben den rezeptorcodierenden auch G-Protein-
codierende Konstrukte benötigt. Murines Gα15 aus der Gq/11 G-Protein-Familie wurde mit 
Rezeptoren cotransfiziert. Aufgrund der Kopplung von CXCR4 an G-Proteine der Gi/o-
Familie (Moepps et al., 1997; Kleemann et al., 2008) wurden G-Protein-Chimären eingesetzt, 
die Gi/o-koppelnde Rezeptoren an Calcium-Mobilisierung koppeln können. Die qi5-Chimäre 
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besteht aus murinem Gαq, dessen 5 C-terminale Aminosäuren gegen die des Gαi2 
ausgetauscht wurden (Conklin et al., 1993). Die 16z44-Chimäre besteht dagegen aus 
humanem Gα16 und Ratten-Gαz (Mody et al., 2000; Liu et al., 2003). 
 
2.2 Zellkultur und Transfektion 
Für Zellkulturexperimente wurden vor allem HEK293 (human embryonic kidney)-Zellen 
(DSMZ, Braunschweig, Deutschland, #305) verwendet. Sie wurden in DMEM (PAA, 
Pasching, Österreich, #E15-009) mit 10% Fetalem Kälberserum (PAA, #A15-151), 2mM L-
Glutamin (PAA, #M11-006) und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin (PAA, #P11-010) 
kultiviert. Bei den Calcium-Messungen wurden außerdem CHO-K1 (chinese hamster ovary)-
Zellen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland, #110)  eingesetzt. Sie wurden in HAM’s-F12 
(PAA, #E15-016) Medium mit den gleichen Zusätzen wie die HEK293-Zellen kultiviert. Die 
Kultivierung erfolgte in einem Inkubator mit 37°C und 5% CO2. Die Zellen wurden mit 




Auf  Poly-L-Lysin (50 µg PLL/ml PBS bei 37°C über Nacht; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, 
#P1274) beschichteten Deckgläsern in 24well-Platten wurden 150.000 HEK293 Zellen 
ausgesät und über Nacht kultiviert. Am Folgetag wurden sie mit Rezeptor-kodierenden 
Plasmiden transfiziert und erneut 24 Stunden kultiviert. Für den Versuch wurden sie mit in 
eiskaltem Ultra-MEM verdünntem Kaninchen anti-HA Antikörperserum (1:1000) bei 4°C für 
1 Stunde markiert (Pulse). Anschließend wurden sie entweder mit kaltem PBS (PAA, #H15-
001) gewaschen und direkt mit Zamboni fixiert oder mit Ultra-MEM (Lonza Walkersville 
Inc., Walkersville, USA, #12-743F) gewaschen und in Ultra-MEM mit oder ohne Ligand 
erneut für die angegebene Zeit kultiviert (Chase) und erst danach fixiert, um die 
Rezeptorinternalisierung zu ermöglichen. 
Nach der Fixierung wurden die Zellen mit TPBS gewaschen, mit kaltem Methanol (50% 
Methanol und 100% Methanol für je 3 Minuten) permeabilisiert, erneut gewaschen und mit 
3% NGS in TPBS blockiert. Die Detektion erfolgte mit Cy3 konjugiertem Ziege anti-
Kaninchen IgG Sekundärantikörper (Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland, #111-165-003), 
der 1:400 mit TPBS 1% NGS verdünnt wurde. Die Markierung wurde mit dem LSM 510 





Die Kulturen wurden wie für die Immuncytochemie beschrieben ausgesät und transfiziert, nur 
dass hier keine Deckgläser verwendet wurden. Die Oberflächenrezeptoren wurden für diese 
Experimente mit 0,25 µg/ml affinitätsgereinigtem Kaninchen anti-HA Antikörper in Ultra-
MEM für 90 Min bei 4°C pulsmarkiert. Ebenfalls wie in der Immuncytochemie wurden sie 
dann entweder direkt oder nach einem definierten Zeitintervall bei Internalisierung 
ermöglichenden Bedingungen (37°C) fixiert. 
Für die Detektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 30 Min mit 3% BSA (PAA, # K45-
001) in PBS blockiert und dann mit Peroxidase-konjugiertem Esel anti-Kaninchen IgG 
Antikörper (1:2000; GE Healthcare, #NA9340V) in 1% BSA in PBS für 90 Min bei 
Raumtemperatur beladen. Anschließend wurden sie erneut gewaschen und dann wurde die 
Peroxidase mit 1-stepTM ultra TMB-ELISA Reagenz (#34028, Thermo Scientific) detektiert. 
Das Reagenz wurde nach 5-10 Minuten auf eine 96well-Platte überführt und mit dem gleichen 
Volumen 2M Schwefelsäure versetzt. Zum Schluss wurde die Extinktion bei 450 nm mit dem 
FlexStation3 Microplate Reader (Molecular Devices) gemessen. 
Zur Auswertung wurden die Werte von gleich behandelten, Mock-transfizierten Kulturen zur 
Nivellierung des Hintergrundsignals abgezogen und dann in Prozent von nicht 
internalisierten, direkt fixierten Kulturen angegeben. 
 
2.5 Radioliganden-Versuche 
Für alle Radioliganden-Versuche wurden die HEK293-Zellen wie für die ELISA-Experimente 
vorbereitet. Das 125I-SDF-1 (2200 Ci/mmol; Hartmann Analytik, Braunschweig, Deutschland, 
#I-RB-SDF1a) wurde in Ultra-MEM mit 1% BSA zu einer finalen Konzentration von 25 
pmol/l verdünnt. Die Inkubation der Zellen erfolgte mit jeweils 300 µl dieser Verdünnung pro 
Well. Für die Messung des radioaktiven  [125I]  wurde der Cobra II gamma counter von 
Packard eingesetzt. 
Bei den Experimenten zur homologen kompetitiven Radioligandenbindung wurden die Zellen 
für zwei Stunden bei 4°C mit Radioliganden-Lösung inkubiert, die mit verschiedenen 
Konzentrationen (0,01-640 nM) nicht markiertem SDF-1 (PeproTech GmbH, Hamburg, 
Deutschland, #250-20A) versehen war. Dann wurden sie zweimal mit kaltem PBS gewaschen 
und in 300 µl 10 mM Tris-Puffer (pH7,4) lysiert. Um zu ermitteln bei welcher Konzentration 
die Hälfte des 125I-SDF-1 durch nicht markiertes SDF-1 verdrängt wurde (IC50), wurden die 
Daten durch nonlineares Fitting mit der „homologous competitive binding curve“ Option der 
GraphPad Prism 4.0a Software analysiert. 
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Neben der Bindung wurde auch die Internalisierung von Radioliganden mit Pulse-Chase-
Experimenten untersucht. Dazu wurden die Kulturen nach der zweistündigen 
Ligandenbindungsphase bei 4°C (diesmal ohne unmarkiertes SDF-1) zweimal mit kaltem 
PBS gewaschen. Anschließend wurden sie direkt in 10 mM Tris-Puffer lysiert oder für eine 
Internalisierungsphase von 0 bis 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der 
Internalisierungsphase wurde restliches Oberflächen-gebundenes 125I-SDF-1 durch 
zweimaliges Waschen mit Citratpuffer pH4,5 (50 mM Sodiumcitrat, 90 mM NaCl, pH4.5) 
(Kohout et al., 2004) entfernt und erst dann wurden diese Kulturen lysiert. Für die 
Auswertung wurden die Werte von gleich behandelten, Mock-transfizierten Kulturen 
abgezogen und die Werte der internalisierten, säurebehandelten Kulturen als Prozent der 
Werte der unbehandelten Kulturen angegeben. 
Die Aufnahme und der Abbau von 125I-SDF-1 durch die verschiedenen Rezeptormutanten 
wurden untersucht, indem die Kulturen bei 37°C mit der 125I-SDF-1-Lösung für verschiedene 
Zeitintervalle inkubiert wurden. Zur Analyse der Menge an aufgenommenem 125I-SDF-1 
wurden die Zellen nach der Inkubationsphase sauer gewaschen und dann lysiert und 
gemessen. Die Analyse des 125I-SDF-1-Abbaus wurde durch Aufarbeitung der 
Kulturüberstände durchgeführt. Um degradiertes von intaktem 125I-SDF-1 zu unterscheiden 
wurden die Überstände für 15 Min. auf Eis mit 12,5% Trichloressigsäure inkubiert um 
intaktes 125I-SDF-1 zu fällen (Fra et al., 2003). Das Präzipitat wurde dann durch 15 minütige 
Zentrifugation  bei 21.000xg und 4°C von dem gelösten degradierten 125I-SDF-1 separiert. 
Die Strahlung der beiden Fraktionen wurde dann getrennt voneinander gemessen. 
 
2.6 Western-Immunoblots (Rezeptoren) 
Für Westernblot-Experimente zum Nachweis von Rezeptoren wurden 1 Mio. HEK293-Zellen 
in PLL-beschichteten 60 mm-Schalen kultiviert, transfiziert und 48 Stunden später wurden die 
Versuche durchgeführt. Dabei wurden die Zellen mit 10 µg/ml Cycloheximid (Sigma-Aldrich, 
#C4859) oder 20 nM SDF inkubiert oder direkt und unbehandelt in 1 ml RIPA-Puffer lysiert. 
Anschließend wurden die Lysate 30 Minuten bei 23.000xg zentrifugiert. Die Rezeptoren 
wurden zur Aufreinigung über ihre Glykosylierungen an WGA-Beads (Wheat Germ Lectin 
Agarose Beads; Sigma-Aldrich, #L1394) assoziiert, mit RIPA-Puffer gewaschen und bei 
Bedarf zur Dephosphorylierung 3 Stunden bei 37°C mit Lambda Protein Phosphatase (New 
England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M., Deutschland, #P0753) behandelt. Danach wurden die 
WGA-Beads mit den assoziierten Rezeptoren nochmals gewaschen und dann eluiert, indem 
sie 20 Minuten mit SDS-Probenpuffer bei 40-60°C inkubiert wurden. 
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Die so gewonnenen Proben wurden in 10% SDS-Polyacrylamid-Gelen elektrophoretisch 
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland, #T830.1) geblottet. Auf den Membranen wurden die Rezeptoren nach der 
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 5% BSA in TBST-Puffer mit Kaninchen 
anti-HA (1:300) oder Kaninchen anti-CXCR4 (UMB-2; 1:100) Primärantikörpern in 1% 
BSA-TBST markiert. Anschließend wurden die Membranen gewaschen mit Peroxidase-
konjugiertem Ziege anti-Kaninchen (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA, #SC-2004) 
Sekundärantikörper beladen und nach weiteren TBST-Waschungen detektiert. Für die ECL-
Detektion wurden die Membranen 30 Sekunden in einer Mischung aus Luminol und 
Cumarsäure und Wasserstoffperoxid inkubiert und das Signal anschließend mit dem Fusion-
FX7 Chemiluminescence System (PEQLAB) aufgenommen und mit der dazugehörigen BIO-
1D Software analysiert. Zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung der Membranen wurden 
diese anschließend für 30 Minuten bei 50°C mit Stripingpuffer inkubiert, um sie von den 
Antikörpern zu befreien. Dann wurden sie mit Maus anti-Transferrinrezeptor (TFR) 
Primärantikörper (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland, #13-6800) und Schaf anti-
Maus IgG Peroxidase-konjugiertem Sekundärantikörper (GE-Healthcare, #NA931V) beladen 
und erneut detektiert. 
 
2.7 Western-Immunoblots ERK1/2-Aktivierung 
Zum Nachweis der aktivierten MAP-Kinase ERK1/2 wurden 120.000 CHO-K1 bzw. 150.000 
HEK293 Zellen pro Well auf PLL-beschichteten 12Well-Platten kultiviert und transfiziert. 24 
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen für 90 Minuten in serumfreiem DMEM 
kultiviert. Bei Antagonist-Vorbehandlung wurden die Kulturen dann für 5 Minuten mit 100 
µM AMD3100 (Sigma-Aldrich, #A5602) bzw. für 17 Stunden mit 2 mg/ml Pertussistoxin 
(PTX; Sigma-Aldrich, #P2980) inkubiert. Anschließend erfolgte die Stimulation mit 20 nM 
SDF-1 für 5 Minuten. Die Kulturen wurden 2x mit eiskaltem PBS gewaschen und in 
Probenpuffer lysiert. Die Auftrennung, das Blotting und die Detektion erfolgten wie im 
vorherigen Abschnitt beschrieben. Dabei wurde der Primärantikörper Kaninchen anti-
phosphoERK1/2 (1:1000; CellSignaling Technology, Danvers, USA, #4370) und als 







 2.8 [Ca2+]i Messungen  
Für Calcium-Messungen wurden 50.000 HEK293 oder 30.000 CHO-K1-Zellen mit jetPEI 
nach dem Batch-Protokoll mit Rezeptor- und G-Protein-Konstrukten transfiziert und auf PLL-
beschichteten 96Well-Platten ausgesät. 24 Stunden später wurde das Kulturmedium durch 
Probenecid-Ringer-Lösung (130 mM NaCl, 4 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2,  10 mM 
HEPES, pH 7.3, 20 mM Glukose, 2.5 mM Probenecid) ersetzt und es wurde der Calcium 
Loading Dye des Calcium 4 Assay Kits (Molecular Devices, Sunnyvale, USA, #R8142) nach 
Herstellerangaben zugegeben. 1 Stunde nach Farbstoffzugabe und Inkubation bei 37°C wurde 
die Messung mit dem FlexStation3 Microplate Reader (Molecular Devices) begonnen. 
Zunächst wurde 30 Sekunden das Hintergrundsignal gemessen, bevor SDF-1 mit einer 
Endkonzentration von 80 nM zugegeben wurde, um einen Ligand-induzierten Anstieg von 
cytosolischem [Ca2+]i hervorzurufen. Der CXCR4-Antagonist AMD3100 wurde bei Bedarf 15 
Minuten vor Beginn der Messung mit einer Konzentration von 30 µM zugegeben. Die 
Viabilität der Zellen wurde kontrolliert, indem im Anschluss an die erste Messung durch 







3  Ergebnisse 
 
3.1 Subzelluläre Verteilung und Endocytose von CXCR7 und CXCR4 
Zur Untersuchung der Regulation und Funktion von CXCR7 und CXCR4 wurden die 
Rezeptoren mit einem N-terminalen Hämagglutinin (HA)-Epitoptag in der humanen 
embryonalen Nierenzelllinie HEK293 (Human Embryonic Kidney Cells) exprimiert. Zuerst 
wurde mit Immuncytochemie die basale Expression der Wildtyp-Rezeptoren (CXCR7-WT, 
CXCR4-WT) untersucht. Dazu wurden die Zellen in serumfreies Medium überführt, mit SDF-
1 oder Vehikel stimuliert, fixiert, permeabilisiert und die transfizierten Rezeptoren wurden 
mittels spezifischem anti-HA Primärantikörper und Cy3-konjugiertem Sekundärantikörper 
detektiert. Dabei konnte CXCR7-Protein vor allem in intrazellulären Vesikeln detektiert 
werden (Abb. 3.1A). Im Gegensatz dazu befand sich der Großteil des CXCR4-Proteins an der 
Zelloberfläche (Abb. 3.1B) und trat erst nach einer SDF-1 Stimulation verstärkt intrazellulär 
auf (Abb. 3.1C). Mock-transfizierte Kontrollkulturen zeigten kein Signal. 
Als Nächstes wurde der Endocytosemechanismus untersucht, über den der CXCR7-Rezeptor 
internalisiert wird. Von CXCR4 ist bereits bekannt, dass er vor allem über Clathrin-umhüllte 
Vesikel internalisiert wird (Sundararajan et al., 2003). Zur Untersuchung dieses 
Endocytosewegs wurde eine 0,4M Sucroselösung als Inhibitor eingesetzt. In manchen 
Zelltypen konnte zusätzlich eine geringe Internalisierung des CXCR4-Rezeptors über 
Caveolae beobachtet werden (Triantafilou et al., 2002). Als Inhibitor für diesen 
Endocytoseweg gilt Nystatin. Für die Betrachtung des CXCR7-Endocytosemechanismus 
wurde der Rezeptor in Anwesenheit von den verschiedenen spezifischen Endocytose-
Inhibitoren unter Internalisierungs-verhindernden Bedingungen pulsmarkiert. Dies wurde 
durchgeführt, indem die Rezeptor-transfizierten Zellen in serumfreiem Medium mit 
Endocytose-Inhibitoren oder Vehikel inkubiert wurden, bevor sie in eine Internalisierungs-
verhindernde Umgebung (4°C) überführt wurden. Unter diesen Bedingungen wurde das N-
terminale HA-tag der membranständigen Rezeptoren mit anti-HA Antikörpern beladen. 
Anschließend wurde der Primärantikörper abgewaschen und die Zellen wurden erneut in 
Anwesenheit der verschiedenen Endocytose-Inhibitoren oder Vehikel im Brutschrank 
inkubiert, um nicht inhibierte Endocytosevorgänge zu ermöglichen. Danach wurden die 
Kulturen fixiert und zur Detektion sowohl von internalisiertem, als auch von an der 
Oberfläche verbliebenem, Antikörper-beladenem Rezeptorprotein permeabilisiert. Die 
Detektion erfolgte mittels fluoreszenzmarkiertem Sekundärantikörper. Die  Ergebnisse zeigen 
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Abbildung 3.1: Subzelluläre 
Verteilung  und Rezeptortrafficking 
von CXCR7 und CXCR4. A-C: 
Immuncytochemische Färbung des 
Gesamtrezeptorproteins von CXCR7 (A) 
und CXCR4 ohne SDF-1 Stimulation (B) 
bzw. nach 30 minütiger SDF-1 
Inkubation (C) in transfizierten HEK293 
Zellen. Die Detektion erfolgte mittels 
anti-HA Primärantikörper und Cy3-
konjugiertem Sekundärantikörper an 
permeabilisierten Kulturen und mit 
konfokaler Mikroskopie. D-I: 
Immuncytochemische Pulsmarkierung 
von CXCR7-WT in transfizierten 
HEK293 Zellen zur Visualisierung der 
Rezeptorendocytose unter Einfluss von 
spezifischen Endocytoseinhibitoren. 
Nach einer 30 minütigen Inhibitor-
Vorinkubation erfolgte die 
Pulsmarkierung mit anti-HA Antikörper 
bei 0°C. Danach wurden  die Zellen 
direkt fixiert (D, G) oder vorher für 30 
Min. ohne (E, H) oder mit 20 nM SDF-1 (F, I) unter Inhibitor inkubiert. D-F: Inhibition der 
Endozytose über Clathrin-umhüllte Vesikel durch 0,4 M Sucrose. G-I: Inhibition der Endozytose über 
Caveolae durch 50 µg/ml Nystatin. Die Detektion erfolgte mittels Cy3-konjugiertem 
Sekundärantikörper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler Mikroskopie. Balken: 10 µm. 
 
 
eine Internalisierung von CXCR7-Rezeptorprotein in unbehandelten Zellen und einen 
deutlichen Verbleib des pulsmarkierten Rezeptorproteins an der Zelloberfläche nach Sucrose-
Behandlung (Abb. 3.1D-F). Dies deutet auf eine bevorzugte Endocytose über Clathrin-
umhüllte Vesikel hin. Die Ergebnisse mit dem Caveolae-Inhibitor widersprechen dem nicht. 
Unter Nystatin-Behandlung fand eine deutliche Internalisierung von CXCR7-WT statt (Abb. 
3.1G-I). Ob ein geringer Anteil des CXCR7-Proteins durch diese Behandlung an der 
Zelloberfläche zurückgehalten wurde, kann mit diesem Versuchsaufbau allerding nicht 
vollständig ausgeschlossen werden. Zusammen zeigen die Ergebnisse aber eine Endocytose 
von CXCR7-WT, die vor allem über Clathrin-umhüllte Vesikel stattfindet. 
 
3.2 Regulation  der   Liganden-unabhängigen   Rezeptorinternalisierung   durch   die 
C-terminale Domäne 
Die einführenden Experimente zeigen bereits einen deutlichen Unterschied bei der spontanen, 
Liganden-unabhängigen Internalisierung von CXCR7 und CXCR4. Um diesen Unterschied 
näher zu untersuchen und den Einfluss bestimmter Domänen und Subdomänen auf die 
Regulation und Funktion des CXCR7-Rezeptors herauszuarbeiten, wurden durch Klonierung 
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verschiedene Rezeptorchimären erzeugt. Diese Rezeptorchimären wurden ebenfalls mit einem 
HA-tag am N-terminalen Rezeptorende versehen. Die veränderten Aminosäuresequenzen sind 




Tabelle 3.1: Aminosäuresequenzen der wildtypischen und chimären CXCR7 und CXCR4 
Rezeptoren. A: C-terminale Sequenzen der verschiedenen Rezeptormutanten beginnend mit dem 
konservierten NPxxY-Motiv am Ende der siebten Transmembrandomäne. B: Sequenzen der zweiten 




Der Vergleich der Liganden-unabhängigen Internalisierung der wildtypischen CXCR7 und 
CXCR4 Rezeptoren mit den mutierten Rezeptorchimären wurde mit Hilfe zweier 
immuncytochemischer Methoden, Immunfluoreszenz und ELISA, durchgeführt. Die 
Immunfluoreszenzmethode wurde zur Visualisierung der subzellulären Rezeptorverteilung 
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gebraucht, während mittels ELISA die entsprechende Abnahme der Oberflächenrezeptoren 
quantifiziert wurde. Für beide Ansätze wurde die bereits unter 3.1 beschriebene 
Pulsmarkierung mit anti-HA Antikörper angewendet. Die anschließende Inkubation der 
Kulturen erfolgte über Zeitintervalle von 0, 5, 15 und 30 Minuten. Für die Darstellung mit 
Cy3-konjugiertem Sekundärantikörper wurden die Zellen nach der Fixierung permeabilisiert. 
Dieser Schritt wurde beim ELISA unterlassen, um allein die an der Zelloberfläche 
verbliebenen Rezeptoren messen zu können. Die Messung erfolgte mittels eines Peroxidase-
konjugiertem Sekundärantikörpers und einem entsprechenden Peroxidase-Substrat. Die 
Signalintensitäten nach den angegebenen Zeitintervallen wurden in Prozent des Signals direkt 
nach der Pulsmarkierung (0 Min) angegeben.  
Bei jedem der Konstrukte konnte direkt nach der Pulsmarkierung der Oberflächenrezeptoren 




Abbildung 3.2: Unterschiede bei der Liganden-unabhängigen Internalisierung der 
Wildtyprezeptoren und Tail-swap-Mutanten. Immuncytochemische Pulsmarkierung von 
wildtypischen und chimären Rezeptoren in transfizierten HEK293 Zellen zur Visualisierung der 
Rezeptorinternalisierung ohne Ligandeneinfluss. Die Rezeptoren wurden mit anti-HA Antikörper bei 
4°C pulsmarkiert. Danach wurden die Kulturen direkt fixiert (A-D) oder vorher noch für 30 Min. ohne 
Ligand bei 37°C inkubiert (E-H). Die Detektion erfolgte mittels Cy3-konjugiertem 
Sekundärantikörper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler Mikroskopie. Balken: 10 µm. I: 
Quantitative Analyse der Rezeptorinternalisierung mittels ELISA. Der Oberflächenrezeptorspiegel 
wurde nach verschiedenen Inkubationszeiten ohne Ligand bzw. direkt nach der Beladung mit anti-HA 
Antikörper (Startwert) an fixierten aber nicht permeabilisierten Zellen bestimmt. Die Werte sind als 
Prozent des Startwerts angegeben. Bei Rezeptoren mit dem CXCR7 C-Terminus (CXCR7-WT, 
CXCR4-7tail) tritt Liganden-unabhängige Internalisierung auf. Statistik: Vergleich von Wildtyp- und 




Zielführung aller Rezeptorkonstrukte zur Plasmamembran vorausgesetzt werden konnte (Abb. 
3.2A-D).   Die   Internalisierung  von  CXCR7-WT   und   CXCR4-WT   korrelierte   mit   den 
vorangegangenen Ergebnissen. Die Gegenüberstellung mit den beiden grundlegendsten 
Rezeptorchimären, den Tail-swap-Mutanten, bei denen der gesamte C-Terminus eines 
Rezeptors auf das jeweils andere Rezeptormolekül übertragen wurde, zeigte deutliche 
Veränderungen im Vergleich zum Grundrezeptor. Pulsmarkierte CXCR7-WT und CXCR4-
7tail Rezeptoren waren nach 5 und 15 Minuten teilweise und nach 30 Minuten vollständig 
internalisiert (Abb. 3.2E, H). Der Anteil an internalisierten CXCR4-WT und CXCR7-4tail 
Rezeptoren nach dem 30 minütigen Zeitintervall stellte dagegen nur einen geringen Anteil der 
pulsmarkierten Rezeptoren dar (Abb. 3.2F, G). Sowohl die schnelle Internalisierung von 
CXCR7-WT und CXCR4-7tail Oberflächenprotein, als auch die zu vernachlässigende 
Internalisierung von CXCR4-WT und CXCR7-4tail Oberflächenrezeptoren in Abwesenheit 
von SDF-1 konnten durch die Quantifizierung mittels ELISA bestätigt werden (Abb. 3.2I). 
Zusammengenommen zeigen diese Experimente, dass der Austausch des CXCR4 C-Terminus 
durch die entsprechende CXCR7-Domäne Liganden-unabhängige Rezeptorinternalisierung 
vermittelt. Umgekehrt vermittelt der Austausch der CXCR7 C-terminalen Domäne durch den 
CXCR4 C-Terminus die Aufhebung der Liganden-unabhängigen Internalisierung. 
Für eine weitere Eingrenzung des Bereichs, der für die spontane CXCR7-Internalisierung 
verantwortlich ist, sollte nun der Abschnitt des C-Terminus angesprochen werden, in dem 
sich die putative Helix VIII des CXCR7-Rezeptors befindet. In früheren Veröffentlichungen 
wurde berichtet, dass auch die Deletion des CXCR7 C-Terminus (CXCR7ΔC-term) die 
Liganden-unabhängige Rezeptorinternalisierung auslöscht (Zabel et al, 2009). Aus diesem 
Grund wurde der Helix VIII-kodierende Bereich von Aminosäure 320-338 zum einen deletiert 
(CXCR7-Δ19) und zum anderen durch die entsprechende CXCR4-Domäne (AS 313-331), 
welche bewiesenermaßen keine Helix VIII enthält (Wu et al, 2010), ersetzt. Sowohl 
Immunfluoreszenz- als auch ELISA-Untersuchungen beider Rezeptormutanten zeigten eine 
effiziente Liganden-unabhängige Internalisierung (Abb. 3.3E, F, I). Dies lässt darauf 
schließen, dass die übrigen Aminosäuren 339-362 für eine Liganden-unabhängige CXCR7-
Internalisierung ausreichend sind. 
Die Suche nach weiteren wichtigen Strukturmotiven unter den restlichen 24 Aminosäuren des 
CXCR7 C-Terminus ergab ein YSAL-Motiv unter den letzten neun C-terminalen 
Aminosäuren,  das  mit  den  2008  von  Meiser et al.  beschriebenen  Ergebnissen  korrelieren 
könnte. Dort wurde das YXXL-Motiv am äußersten C-terminalen Ende von CXCR3 für 





Abbildung 3.3: Einfluss verschiedener internalisierungsrelevanter Motive im CXCR7 C-
Terminus auf die Liganden-unabhängige Internalisierung. Immuncytochemische Pulsmarkierung 
von chimären Rezeptoren in transfizierten HEK293 Zellen zur Visualisierung der 
Rezeptorinternalisierung ohne Ligandeneinfluss. Die Rezeptoren wurden mit anti-HA Antikörper bei 
4°C pulsmarkiert. Danach wurden die Kulturen direkt fixiert (A-D) oder vorher noch für 30 Min. ohne 
Ligand bei 37°C inkubiert (E-H). Die Detektion erfolgte mittels Cy3-konjugiertem 
Sekundärantikörper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler Mikroskopie. Balken: 10 µm. I: 
Quantitative Analyse der Rezeptorinternalisierung mittels ELISA. Der Oberflächenrezeptorspiegel 
wurde nach 30 Min. Inkubation ohne Ligand bzw. direkt nach der Beladung mit anti-HA Antikörper 
(Startwert) an fixierten aber nicht permeabilisierten Zellen bestimmt. Die Werte sind als Prozent des 
Startwerts angegeben. Statistik: Ermittlung der Signifikanz der Abweichung vom Startwert mit 
Student’s T-Test. Signifikanzlevel: *: p≤0,05. 
 
dieses Motivs auch für das YSAL-Motiv von CXCR7 logisch wäre, wurden als nächstes die 
letzten neun C-terminalen Aminosäuren des CXCR4 durch den entsprechenden Teil des 
CXCR7-Rezeptors ersetzt. Diese CXCR4-7(C9) Rezeptorchimäre zeigte jedoch keine 
Liganden-unabhängige Internalisierung, die mit der CXCR4-7tail Mutante vergleichbar wäre 
(Abb. 3.3G, I). Demnach ist der äußerste Bereich des CXCR7 C-Terminus nicht ausreichend, 
um eine Liganden-unabhängige Rezeptorinternalisierung hervorzurufen. 
Die Hypothese, dass die C-terminalen Tyrosine (AS 322, 324, 334, 354) als potentielle 
Phosphorylierungsstellen des CXCR7-Rezeptors dessen Liganden-unabhängige 
Internalisierung hervorrufen könnten, wurde mit einer Mutante geprüft, in der diese Tyrosine 
durch Alanine ersetzt wurden (CXCR7-Y/A). Diese Veränderungen führten aber nicht zur 
Aufhebung der Internalisierung (Abb. 3.3H, I), so dass ein Einfluss von 
Tyrosinphosphorylierungen auf den Prozess der Liganden-unabhängigen Internalisierung 
ausgeschlossen werden kann. Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse zur Liganden-
unabhängigen Internalisierung des CXCR7-Rezeptors, dass die Aminosäuren 339-362 
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ausreichend sind, um diesen Prozess zu vermitteln und dass dieser Prozess unabhängig von 
einem Tyrosin-enthaltendem Motiv geschieht. 
 
3.3 Regulation der Rezeptorstabilität durch die C-terminale CXCR7-Domäne  
In den immuncytochemischen Experimenten wurde durchgehend beobachtet, dass sich die 
Expression der verschiedenen Rezeptoren deutlich unterscheidet. Eine hohe 
Transfektionseffizienz konnte mit CXCR4-WT und CXCR7-4tail erzielt werden, während die 
Expression von CXCR7-WT und CXCR4-7tail deutlich geringer war. Um diese 
Beobachtungen zuverlässig zu quantifizieren wurden Westernblots von aufgereingigten 
Lysaten erstellt. Die Aufreinigung erfolgte über WGA-Beads, die eine Anreicherung von 
glykosylierten Membranrezeptorproteinen ermöglichen. Der anti-HA Antikörper erkannte in 
diesen Lysaten von Rezeptor- und Mock-transfizierten Kulturen eine unspezifische Bande bei 
80 kDa. Die rezeptorspezifischen Banden von CXCR7-WT und CXCR7-4tail wurden von 
dem Antikörper in einer breiten, von 50 bis 70 kDa reichenden Bande detektiert (Abb. 3.4A). 
Ein ähnliches, rezeptorspezifisches Signal konnte auch mit dem monoklonalen anti-CXCR7 
Antikörper 11G8 nachgewiesen werden (Daten nicht dargestellt). CXCR4-WT und CXCR4-
7tail zeigten mit dem anti-HA Antikörper eine breite Bande bei 47 kDa (Abb. 3.4B). Durch 
densitometrische Analyse der Signalintensitäten wurden die zuvor beobachteten 
Expressionsunterschiede zwischen wildtypischen Rezeptoren und Tail swap-Mutanten 
bestätigt. Der CXCR7-4tail Rezeptor wird 6,6-mal stärker exprimiert als CXCR7-WT, 
während umgekehrt der CXCR4-7tail Rezeptor ein fünfmal schwächeres Signal zeigt als 
CXCR4-WT. 
Die durch den CXCR7 C-Terminus übertragbare Eigenschaft der spontanen 
Rezeptorinternalisierung und die geringeren Expressionsspiegel der Rezeptoren, die den 
CXCR7 C-Terminus tragen, lassen einen Zusammenhang zwischen der C-terminalen Domäne 
und der Rezeptorstabilität vermuten. Deshalb wurde als nächstes die Umsatzrate von 
Rezeptorprotein in Abhängigkeit und unabhängig vom Liganden getestet. Zur Untersuchung 
der Liganden-unabhängigen Rezeptordegradation wurden rezeptortransfizierte Kulturen für 
60 oder 180 Minuten mit dem Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid (CHX) behandelt. Die 
WGA-aufgereinigten  Lysate   der  vier   Rezeptoren  wurden   aufgrund  ihrer   verschiedenen 
Expressionsspiegel auf gesonderte Westernblots übertragen, wo sie mit dem anti-HA 
Antikörper detektiert     wurden.    Dabei    wurden     die    Expositionszeiten    für    die     
verschiedenen Expressionsspiegel optimiert. Im Vergleich zu Vehikel-behandelten Kulturen 





Abbildung 3.4: Regulation der Rezeptordegradation durch die C-terminale Domäne. 
Immunoblots von WGA-aufgereinigten HEK293 Lysaten, die zuvor transient mit Leervektor (Mock) 
oder HA-getagtem Rezeptor transfiziert wurden. Die rekombinant exprimierten Rezeptoren wurden 
mit Kaninchen anti-HA Antikörper detektiert. Der als Ladekontrolle verwendete, endogene 
Transferrinrezeptor (TFR) wurde am gestrippten Blot mit Maus anti-TFR Antikörper nachgewiesen. 
Für die Quantifizierung wurde das HA/TFR-Verhältnis der durch Densitometrie gewonnenen Werte 
aus drei unabhängigen Experimenten ermittelt. A: Der anti-HA Antikörper erkennt CXCR7-WT und 
CXCR7-4tail als spezifische Banden von 50-70 kDa und eine unspezifische Bande bei 80 kDa. 
CXCR7-4tail ist 6,6mal stärker exprimiert als CXCR7-WT. B: Der anti-HA Antikörper erkennt 
CXCR4-WT und CXCR4-7tail als spezifische Banden bei 47 kDa. CXCR4-7tail ist 5,0mal schwächer 
exprimiert als CXCR4-WT. C, D: Kinetik der Liganden-unabhängigen Rezeptordegradation. Die 
Kulturen wurden zur Inhibition der Proteinsynthese mit Cycloheximide (CHX) behandelt. Die Blots 
von CXCR7-WT und CXCR4-7tail wurden länger exponiert um Expressionsunterschiede zu 
kompensieren. C: Bei CXCR7-4tail nimmt der Gesamtrezeptorspiegel langsamer ab als bei CXCR7-
WT. D: Der CXCR7 C-Terminus von CXCR4-7tail induziert den Abbau von CXCR4-Protein, der bei 
CXCR4-WT nicht auftritt. E, F: Rezeptordegradation unter Langzeit SDF-1 Behandlung. Die 
16stündige Behandlung mit SDF-1 induziert eine 70%ige Abnahme des CXCR4-WT 
Rezeptorproteins, während die Behandlung bei CXCR7-WT, CXCR7-4tail und CXCR4-7tail keine 
signifikante Abnahme hervorruft. Statistik: *: Student’s T-Test; #: 2way ANOVA; §: 1way ANOVA. 
Signifikanzlevel: *: p≤0,05. 
27 
 
Rezeptoren  demonstriert werden. CXCR4-WT zeigte keine Veränderung des 
Proteinexpressionsspiegels, während das CXCR7-Rezeptorprotein nach 180 Minuten CHX-
Behandlung fast vollständig aus den Lysaten verschwunden war. Der Austausch der C-
terminalen Domänen führte beim CXCR7-Rezeptor  zu  einer  abgeschwächten  
Degradationsrate  (Abb.  3.4A).  Am  CXCR4-Rezeptor induzierte der CXCR7 C-Terminus 
dagegen den Rezeptorabbau (Abb. 3.4B). Damit wird die Regulation der Rezeptorstabilität in 
Abwesenheit von Ligand durch die C-terminale Domäne beeinflusst, wobei die CXCR7-
Domäne zu einer Beschleunigung der Degradation führt. 
Neben der regulären Rezeptordegradation sollte nun auch der Einfluss von SDF-1 auf die 
Rezeptorstabilität bestimmt werden. Um den regulären Rezeptorproteinumsatz nicht zu 
beeinflussen, fanden diese Experimente nicht unter Einfluss von Cycloheximide statt. 
Stattdessen wurden die Kulturen über längere Zeit (16 Std.) mit 20 nM SDF-1 inkubiert. Die 
Aufarbeitung und Detektion der Proben wurde analog zu den Liganden-unabhängigen 
Experimenten durchgeführt. Die durch densitometrische Analyse erzielten Ergebnisse wurden 
in Relation zu vergleichbaren Ergebnissen von Vehikel-behandelten Kulturen dargestellt. Die 
Ergebnisse führten zu der Erkenntnis, dass die Langzeitbehandlung mit SDF-1 bei CXCR4-
WT zu einer Degradation von 70 % des Rezeptorproteins führt (Abb. 3.4F). Die 
Expressionsspiegel von CXCR7-WT und den Rezeptorchimären wurden von dieser 
Behandlung dagegen nicht beeinflusst (Abb. 3.4E, F). 
 
3.4 Der CXCR7 C-Terminus erhöht die Affinität der Rezeptoren für SDF-1 
In den bisherigen Experimenten wurden zunächst vor allem Liganden-unabhängige Prozesse 
betrachtet. Bevor die Untersuchung von SDF-1 abhängiger Rezeptoraktivierung begonnen 
wurde, sollte jedoch zunächst die SDF-1 Affinität der Rezeptorchimären überprüft werden. 
Dies geschah mittels homologer kompetitiver Ligandenbindungsstudien. Dazu wurden die 
transfizierten Rezeptoren unter Internalisierungs-verhindernden Bedingungen mit 25 pM 125I-
markiertem SDF-1 und ansteigenden Konzentrationen von nicht markiertem SDF-1 beladen. 
Dabei verdrängt das nicht markierte SDF-1 mit zunehmender Konzentration immer mehr 
radioaktiv markiertes SDF-1 von den Bindungsstellen der Rezeptoren, bis sich bei einer 
bestimmten Konzentration die gebundenen Mengen von markiertem und nicht markiertem 
SDF-1 gleichen. Dieser Wert der mittleren inhibitorischen Konzentration wird als IC50-Wert 
bezeichnet und ist für die SDF-1-Affinität des Rezeptors spezifisch. Um allein die 





Abbildung 3.5: Bindung von SDF-1 an Wildtyprezeptoren und Rezeptormutanten und 
Internalisierung der CXCR7-2cD4 Rezeptorchimären. A, B: Homologe kompetitive 
Ligandenbindungsstudien, bei denen 25 pM 125I-SDF-1 durch ansteigende Konzentrationen von nicht 
markiertem SDF-1 von den Rezeptorbindungsstellen verdrängt wurden. Die Werte wurden zur 
Normalisierung auf das Maximum (Top) der CXCR7-WT bzw. CXCR7-2cD4 Kurve bezogen. IC50-
Werte: CXCR7-WT (2,6 nM); CXCR4-7tail (8,4 nM); CXCR4 (23,8 nM); CXCR7-4 (25,2 nM); 
CXCR7-2cD4 (2,3 nM); CXCR7-2cD4-4tail (11,3 nM). A: CXCR7-WT hat eine 10fach höhere 
Affinität für SDF-1 als CXCR4-WT und CXCR7-4tail. B: Die Veränderung der zweiten cytosolischen 
Domäne hat keine Auswirkung auf die SDF-1 Affinität des Rezeptors. C-H: Immuncytochemische 
Pulsmarkierung der chimären Rezeptoren CXCR7-2cD4 (C-E) und CXCR7-2cD4-4tail (F-H)  in 
transfizierten HEK293 Zellen zur Visualisierung der Rezeptorinternalisierung ohne und mit 
Ligandeneinfluss. Die Rezeptoren wurden mit anti-HA Antikörper bei 4°C pulsmarkiert. Danach 
wurden die Kulturen direkt fixiert (C, F) oder vorher für 30 Min. ohne Ligand (D, G) oder mit 20 nM 
SDF-1 (E, H) bei 37°C inkubiert. Die Detektion erfolgte mittels Cy3-konjugiertem 
Sekundärantikörper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler Mikroskopie. CXCR7-2cD4 
internalisiert Liganden-unabhängig, während CXCR7-2cD4-4tail hauptsächlich bei SDF-1 
Behandlung internalisiert. Balken: 10 µm. 
 
 
Inkubation gründlich gewaschen, bevor sie lysiert wurden. Als Kontrollen wurden Kulturen 
mit leerem Vektor transfiziert (Mock) und denselben Behandlungen unterzogen.  
Rezeptortransfizierte Kulturen banden deutlich mehr 125I-SDF-1 als die Kontrollkulturen. Bei 
den Wildtyp- und Tail swap-Rezeptoren wurde folgende Rangordnung der IC50-Werte 
ermittelt: CXCR7-WT (2,6 nM) < CXCR4-7tail (8,4 nM) < CXCR4 (23,8 nM) < CXCR7-4 
(25,2 nM). Damit hat der wildtypische CXCR7-Rezeptor die höchste Affinität für SDF-1, 
gefolgt von der CXCR4 Mutante, die den CXCR7 C-Terminus trägt (CXCR4-7tail). Die 
beiden den CXCR4 C-Terminus tragenden Rezeptoren (CXCR4-WT, CXCR7-4tail) haben 
eine etwa zehnfach geringere SDF-1 Affinität (Abb. 3.5A).  
Für die Untersuchung der G-Protein-Kopplung und der damit verbundenen Aktivierung des 
CXCR7-Rezeptors wurden weitere Rezeptorchimären eingesetzt. Diese entsprechen CXCR7-
WT und CXCR7-4tail, nur dass zusätzlich die zweite cytosolische Schleife des CXCR7-
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Rezeptors gegen die entsprechende Domäne des CXCR4-Rezeptors vertauscht wurde. Die 
genauen Aminosäuresequenzen können in Tabelle 3.1 nachgelesen werden. Die ermittelte 
Affinität dieser Rezeptorchimären unterscheidet sich nicht von der SDF-1-Affinität der 
Ausgangsrezeptoren. So hat CXCR7-2cD4 einen dem CXCR7-WT ähnlichen IC50-Wert von 
2,3 nM und CXCR7-2cD4-4tail hat mit 11,3 nM einen IC50-Wert, der dem IC50-Wert von 
CXCR7-4tail nahe kommt (Abb. 3.5B). Die zweite cytosolische Domäne hat damit keinen 
entscheidenden Einfluss auf die SDF-1 Affinität des CXCR7-Rezeptors. 
Das subzelluläre Trafficking dieser beiden Rezeptorchimären wurde wie bei den anderen 
Rezeptorchimären auch mit der Immunfluoreszenzmethode bestimmt. Dabei konnten wie 
bereits für die SDF-1 Bindungsaffinität beschrieben ebenfalls keine Unterschiede zu den 
Ausgangsrezeptoren CXCR7-WT und CXCR7-4tail gefunden werden. Beide Rezeptoren 
werden problemlos an die Zelloberfläche transportiert (Abb. 3.5C, F). Der CXCR7-2cD4 
Rezeptor internalisiert Liganden-unabhängig und unter Inkubation mit SDF-1, während 
CXCR7-2cD4-4tail nur nach SDF-1-Stimulation endocytiert wird (Abb. 3.5D-E, G-H). 
 
3.5 Der CXCR7-Rezeptor unterbindet die Aktivierung von G-Proteinen 
Die Aktivierung von G-Proteinen über den CXCR7-Rezeptor konnte in der Literatur bisher 
nicht einheitlich geklärt werden (Thelen und Thelen, 2008). In mehreren Studien konnte 
weder die Aktivierung intrazellulärer Signalkaskaden über MAP-Kinasen, noch eine 
rezeptorabhängige Mobilisierung von intrazellulärem Calcium gezeigt werden (Popik 1998; 
Levoye et al., 2009; Sun et al., 2010; Boudot et al., 2011; Shimizu et al., 2011). Da die 
Interaktionen von Chemokinrezeptoren mit G-Proteinen über die C-terminale Domäne und 
die zweite cytosolische Schleife des Rezeptors vermittelt werden, wurde die G-Protein 
Aktivierung hier zusätzlich an entsprechenden Rezeptorchimären untersucht. Für diese 
Experimente wurden die Tail swap-Mutanten und die CXCR7-Mutanten, deren zweite 
cytosolische Domäne durch die entsprechende CXCR4-Domäne ersetzt wurde, eingesetzt.  
Die Aktivierung von G-Proteinen wurde zunächst über die Phosphorylierung der MAP-
Kinase ERK1/2 untersucht, die auf die Aktivierung von Gαi-Proteinen folgt. Diese Versuche 
wurden an CHO-K1 Zellen durchgeführt, um unabhängig von Effekten des endogenen 
CXCR4-Rezeptors der  HEK293-Zelllinie zu sein, dessen Aktivierung eindeutig beobachtet 
werden konnte (Abb. 3.6A). In untransfizierten CHO-K1 Kulturen trat dieser Effekt dagegen 
nicht auf (Abb. 3.6B). Für die Experimente wurden die Kulturen zunächst in serumfreiem 
Medium inkubiert, um nicht spezifische G-Protein Aktivierungen zu minimieren. 
Anschließend  fand  eine  5-minütige Stimulation der Kulturen durch SDF-1-Zugabe statt. Ein 
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Abbildung 3.6: Phosphorylierung der 
MAP-Kinase ERK1/2 durch 
rezeptorvermittelte Aktivierung von Gαi-
Proteinen. Für den Nachweis der ERK1/2-
Phosphorylierung wurden Kulturen von 
naiven HEK293 (A) bzw. CHO-K1 Zellen 
(B) oder rezeptortransfizierten CHO-K1 
Zellen (C-E) zunächst in serumfreiem 
Medium inkubiert, dann 5 Min. mit Vehikel 
oder SDF-1 stimuliert und danach lysiert. Der 
CXCR4-Antagonist AMD3100 und der Gαi-
Inhibitor Pertussistoxin (PTX) wurden bereits 
vor SDF-1 Stimulation zugegeben. Der 
Nachweis erfolgte mittels anti-pERK1/2 
Antikörper. Zur Ladekontrolle wurde die 
Proben ebenfalls mit einem anti-β-Aktin 
Antikörper detektiert. Eine Gαi-vermittelte 
ERK1/2-Aktivierung durch SDF-1 
Stimulation konnte nur an HEK293 Zellen 
mit endogenem CXCR4 (A) bzw. an mit 
CXCR4-WT transfizierten CHO-K1 Zellen 
(C) beobachtet werden. Es findet nur eine 















Teil der Kulturen wurde zuvor mit dem CXCR4-Antagonisten AMD3100 bzw. mit dem Gαi-
Inhibitor Pertussistoxin (PTX) behandelt. Die SDF-1 Stimulation wurde durch Waschen mit 
eiskaltem PBS abgestoppt und die Zellen wurden direkt in Probenpuffer lysiert. Die 
Stimulation von CXCR4-WT transfizierten Kulturen zeigte die bereits beschriebene (Ganju et 
al., 1998; Sotsios et al., 1999), SDF-1 induzierte Phosphorylierung (Abb. 3.6C). Dabei konnte 
ein deutlicher Unterschied zwischen nicht stimulierten Kontrollkulturen und den SDF-1 
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stimulierten Kulturen gezeigt werden. Dieser Effekt konnte durch den Einsatz von AMD3100 
und PTX unterdrückt werden (Abb. 3.6C), wodurch auf ein direktes Zusammenspiel von 
CXCR4 und Gαi-Protein geschlossen werden kann. Eine vergleichbare Aktivierung von 
ERK1/2 in den mit CXCR7-WT und CXCR7-4tail transfizierten Kulturen konnte dagegen 
nicht gezeigt werden (Abb. 3.6D, E). Die Signalintensität der Banden der stimulierten 
Kulturen war nicht signifikant von der Signalintensität der Banden der Kontrollkulturen 
verschieden. 
Des Weiteren sollte die Aktivierung von G-Proteinen auch anhand der Messung von 
intrazellulären [Ca2+]i-Strömen untersucht werden. Diese geben bekanntermaßen Aufschluss 
über die Aktivierung von Proteinen der Gq/11-Subfamilie oder von Gi/o-Gq/11-Proteinchimären 
(Conklin et al., 1993; Liu et al., 2003). Für die Experimente wurden die Zellkulturen mit 
Rezeptorkonstrukten allein bzw. mit Rezeptorkonstrukten und G-Proteinkonstrukten 
gleichzeitig transfiziert. Vor den Messungen wurden die transfizierten Kulturen zunächst mit 
dem Calcium-sensitiven Farbstoff des Calcium 4 Assay Kits von Molecular Devices 
inkubiert, bevor die Stimulation und Messung mit der FlexStation3 erfolgte.  
Die Funktionalität des Versuchsaufbaus konnte durch die Stimulation des Neurokinin-1 
Rezeptor (NK1-R) gezeigt werden, der nach Substanz P-Stimulation Gq-Proteine aktiviert, die 
dann ihrerseits die Freisetzung von [Ca2+]i ins Cytosol vermitteln (Abb. 3.7A). Die 
Stimulation mit SDF-1 löste dagegen keine Mobilisierung von [Ca2+]i in CHO-K1 Zellen aus, 
die allein mit wildtypischen Rezeptoren oder Rezeptorchimären transfiziert waren (Abb. 
3.7A). Dies könnte dadurch erklärt werden, dass endogenes Gq/11-Protein, das die Rezeptoren 
über den Phospholipase C-Signalweg an die Calcium-Mobilisierung koppeln könnte, nicht in 
ausreichendem Maße vorhanden ist um ein detektierbares Signal zu erzeugen. 
Wahrscheinlicher ist es jedoch, dass die Rezeptoren nicht an die endogenen G-Proteine 
koppeln. Für CXCR4 ist bekannt, dass er an Gαi2-Proteine koppelt (Moepps et al., 1997; 
Kleemann et al., 2008). Deshalb wurden die Rezeptoren im Weiteren zusammen mit den G-
Proteinchimären Gqi5 oder G16z44 transfiziert, die Gαi-bindende Rezeptoren an Gαq-
vermittelte Signalwege koppeln. Nach Cotransfektion  von  CXCR4-WT und  einer G-
Proteinchimäre konnte durch Stimulation mit SDF-1 eine deutliche Calcium-Antwort 
gemessen werden  (Abb. 3.7A, B).  Bei CXCR7-WT und den Rezeptorchimären konnte durch 
Cotransfektion mit einer G-Proteinchimäre jedoch keine Calcium-Antwort hervorgerufen 






Abbildung 3.7: Kopplung von wildtypischen und chimären Rezeptoren an G-Proteinchimären. 
Zum Nachweis der G-Protein Kopplung durch Messung der Gαq-vermittelten intrazellulären Calcium-
Antwort wurden CHO-K1 (A, B) und HEK293 Zellen (C, D) transient mit den wildtypischen und 
chimären Rezeptoren zusammen mit G-Proteinchimären transfiziert. Die G-Proteinchimären 16z44 
und qi5 koppeln Gαi-aktivierende Rezeptoren an Gαq-vermittelte Signalkaskaden. Die Stimulation 
erfolgte nach 30 Sek. mit 80 nM SDF-1 und AMD3100 wurde 15 Minuten vor Versuchsbeginn 
appliziert. Der durch Substanz P aktivierte, Gαq-koppelnde Neurokin-1 Rezeptor (NK1-R) diente als 
Positivkontrolle. A, C: Die Traces der Calcium-Antworten wurden auf die Basallinie normalisiert. 
Jeder Trace entspricht dem Mittelwert aus 3-4 Wells eines repräsentativen Experiments. B, D: 
Mittelwerte der maximalen Fluoreszenzamplitude (n=8-12). Eine G-Protein Kopplung konnte nur bei 
CXCR4-WT und nur in Kombination mit einer G-Proteinchimäre gezeigt werden. 
 
 
Der gleiche Versuchsaufbau wurde auch an HEK293 Zellen angewandt, um die Experimente 
für das bei den übrigen Fragestellungen angewandte HEK293-Zellsystem zu validieren. Die 
Experimente führten ebenfalls zu der Aussage, dass allein der CXCR4-Rezeptor und nur bei 
Cotransfektion mit einer G-Proteinchimäre eine deutliche Calcium-Antwort auslöst. Die 
Relevanz von endogenem CXCR4-Rezeptor in den HEK293 Zellen zeigt sich bei der 
Messung von Kulturen, die allein mit einer G-Proteinchimäre transfiziert wurden. In diesen 
Kulturen konnte ebenfalls eine Aktivierung gemessen werden, deren Signalstärke allerdings 
geringer als die von rezeptortransfizierten Kulturen war (Abb. 3.7C). Zur Prüfung der 
CXCR4-Spezifität des SDF-1 Signals wurden die Kulturen außerdem mit dem CXCR4-
Antagonisten AMD3100 vorbehandelt. Dies führte zu einer deutlichen Reduktion des SDF-1 
vermittelten Signals, allerdings nicht zu einer kompletten Auslöschung der Calcium-Antwort. 
CXCR7-WT und die Rezeptorchimären zeigen auch in HEK293 Zellen keine Mobilisierung 
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von intrazellulärem Calcium (Abb. 3.7D). Damit löscht der CXCR7 C-Terminus die G-
Proteinkopplung des CXCR4-Rezeptors aus, wenn er mit diesem Rezeptor fusioniert wurde. 
Außerdem löst CXCR7 keine G-Protein abhängigen Signalkaskaden aus und auch der 
Austausch seiner C-terminalen Domäne durch die entsprechende CXCR4-Domäne ist nicht 
ausreichend um eine G-Protein Aktivierung hervorzurufen. Auch der zusätzliche Austausch 
der zweiten cytosolischen Domäne hat darauf keinen weiteren Einfluss. 
 
3.6 Regulation der Liganden-abhängigen Rezeptorinternalisierung 
In Zabel et al. 2009 wurde gezeigt, dass die spontane und Liganden-abhängige 
Internalisierung des CXCR7-Rezeptors durch die Deletion der C-terminalen Domäne 
ausgelöscht werden kann. Des Weiteren ist bereits etabliert, dass der CXCR4-Rezeptor unter 
Ligandeneinfluss internalisiert (Haribabu et al., 1997). Basierend auf diesem Wissen sollte 
nun geprüft werden, ob der Austausch der C-terminalen Domäne von CXCR7 bei CXCR7-
4tail Liganden-abhängige Internalisierung erlaubt, nachdem die spontane Internalisierung bei 
dieser Mutante ausgelöscht ist. Für diese Untersuchungen wurden erneut die Techniken 
Immunfluoreszenz und ELISA in Form der unter 3.1 beschriebenen Pulsmarkierung mit anti-
HA Primärantikörper angewendet. Auf die Pulsmarkierung folgte eine 30 minütige 
Behandlung mit Vehikel, 20 nM SDF-1, 1 µM CCX733 oder 6 µM AMD3100.  
Das Experiment bestätigte die Hypothese, dass CXCR7-4tail in Anwesenheit von SDF-1 
internalisiert (Abb. 3.8E-G). Die ELISA-Analysen mit dem synthetischen CXCR7-Liganden 
CCX733 zeigten im Weiteren, dass auch dieser Ligand die Internalisierung des Rezeptors im 
Vergleich zur geringen, spontanen Internalisierung beschleunigte (Abb. 3.8H). Eine ähnliche 
Beschleunigung der Internalisierung wurde auch an CXCR7-WT gezeigt. Unter CCX733-
Einfluss wurde CXCR7-WT schneller internalisiert als ohne Ligand und eine Behandlung mit 
SDF-1 führte nach dem 30 minütigen Internalisierungsintervall sogar zu einer nahezu 
vollständigen Internalisierung der pulsmarkierten Oberflächenrezeptoren (Abb. 3.8A-D). An 
CXCR4-WT konnten die bereits bekannten Effekte beobachtet werden, dass der Rezeptor nur 
sehr schwach spontan internalisiert, durch SDF-1 eine eindeutige Internalisierung einsetzt und 
dass AMD3100 als CXCR4-Antagonist die Rezeptorinternalisierung blockiert (Abb. 3.8I-L). 
Bei der Tail swap-Mutante CXCR4-7tail wurden keine Einflüsse von SDF-1 und AMD3100 
auf  die  Internalisierung  festgestellt.  Unter  jeglicher  Behandlung erreichte der Rezeptor nur 
das Internalisierungslevel wie bei der Liganden-unabhängigen Internalisierung (Abb. 3.8M-
P). Diese Experimente führen zu der Aussage, dass SDF-1 und CCX733 die Internalisierung 





Abbildung 3.8: Unterschiede zwischen Liganden-unabhängiger und Liganden-abhängiger 
Internalisierung der Wildtyprezeptoren und Tail swap-Mutanten. Immuncytochemische 
Pulsmarkierung von wildtypischen und chimären Rezeptoren in transfizierten HEK293 Zellen zur 
Visualisierung der Rezeptorinternalisierung. Die Rezeptoren wurden mit anti-HA Antikörper bei 4°C 
pulsmarkiert. Danach wurden die Kulturen für 30 Min. mit Vehikel (A, E, I, M), 20 nM SDF-1 (C, G, 
K, O), 6 µM CXCR4-Antagonist AMD3100 (J, N) bzw. 1 µM synthetischem CXCR7-Liganden 
CCX733 bei 37°C inkubiert (B, F). Die Detektion erfolgte mittels Cy3-konjugiertem 
Sekundärantikörper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler Mikroskopie. Balken: 10 µm. 
D, H, L, P: Quantitative Analyse der Rezeptorinternalisierung mittels ELISA. Der 
Oberflächenrezeptorspiegel wurde nach 30 Min. Inkubation mit angegebenen Liganden bzw. direkt 
nach der Beladung mit anti-HA Antikörper (Startwert) an fixierten, aber nicht permeabilisierten Zellen 
bestimmt. Die Werte sind als Prozent des Startwerts angegeben. SDF-1 und CCX733 beschleunigen 
die Internalisierung von CXCR7-WT und CXCR7-4tail signifikant. CXCR4-WT wird nur durch SDF-









3.7 Aktivierung der CXCR7-4tail Mutante 
Neben der Eigenschaft der CXCR4 C-terminalen Domäne eine SDF-1 abhängige 
Internalisierung auszulösen, ist weiterhin bekannt, dass dieser Vorgang durch GRK-
phosphorylierungsabhängige Mechanismen vermittelt wird (Barker und Benovic, 2011). 
Diese Eigenschaft sollte an der CXCR7-4tail Rezeptorchimäre im Vergleich mit dem 
CXCR4-WT Rezeptor überprüft werden. Die Fragestellung wurde mit Westernblots von 
WGA-aufgereinigten Lysaten und dem UMB-2 Primärantikörper angegangen. UMB-2 ist ein 
monoklonaler Kaninchen anti-CXCR4 Antikörper, der gegen die 22 C-terminalen 
Aminosäuren des CXCR4-Rezeptors gerichtet ist (Fischer et al., 2008). Der Antikörper ist 
phosphosensitiv und eignet sich für die Klärung einer Phosphorylierungsfragestellung. Wie 
bei Sanchez-Alcaniz et al. (2011) vor kurzem gezeigt wurde, ist die UMB-2-Bindung an 
CXCR4-WT nach einer Stimulation des Rezeptors, auf die eine Phosphorylierung folgt, 
deutlich beeinträchtigt. Die UMB-2-Bindung konnte aber wieder hergestellt werden, wenn die 
stimulierten Proben während der WGA-Aufreinigung mit der λ-Proteinphosphatase (λ-PP) 
dephosphoryliert wurden. Der Antikörper UMB-2 erkannte an unbehandelten Proben die 
gleichen  spezifischen   Rezeptorbanden  wie  der   anti-HA  Antikörper   (vgl. Abb. 3.4).   Für  
 
 
Abbildung 3.9: C-terminale Phosphorylie-
rung von CXCR4-WT und CXCR7-4tail. 
Immunoblots von WGA-aufgereinigten 
HEK293 Lysaten, die zuvor transient mit 
HA-getagtem Rezeptor transfiziert wurden. 
Die Kulturen wurden mit Vehikel oder 20 
nM SDF-1 für 1 Std. stimuliert und die 
Lysate wurden wie dargestellt mit Lambda 
Proteinphosphatase (λ-PP) dephosphoryliert. 
Oberer Abschnitt: Detektion von CXCR4-
WT (A) und CXCR7-4tail (B) mit dem mk 
Kaninchen anti-CXCR4 Antikörper UMB-2, 
der als Epitop nur das nicht phosphorylierte 
C-terminale Ende des CXCR4-Rezeptors 
erkennt. Der Vergleich von nicht stimulierten 
λ-PP-behandelten und λ-PP-unbehandelten 
Lysaten zeigt eine geringe konstitutive 
Phosphorylierung des UMB-2 Epitops bei 
CXCR4-WT, aber eine starke konstitutive 
Phosphorylierung bei CXCR7-4tail. Durch 
Behandlung mit SDF-1 kann eine nahezu vollständige Phosphorylierung des UMB-2 Epitops beider 
Rezeptoren erreicht werden. Untere Abschnitte: Aliquots der gleichen Proben des oberen Abschnittes 
wurden mit Kaninchen anti-HA Antikörper zur Überprüfung der Gleichmäßigkeit der 
Expressionsspiegel detektiert. Außerdem wurden sie mit Maus anti-Transferrinrezeptor (TFR) zur 




CXCR4 zeigte er eine Bande bei 47 kDa und für CXCR7-4tail zeigte er eine breite Bande von 
50 bis zu 70 kDa (Abb. 3.9). Durch Dephosphorylierung konnte bei CXCR7-4tail im 
Gegensatz zu CXCR4-WT ein verstärktes Signal detektiert werden. Dies spricht für eine 
konstitutive Phosphorylierung des Rezeptors. Nach einer einstündigen Inkubation der 
rezeptortransfizierten Kulturen mit SDF-1 verschwindet das UMB-2 Signal bei beiden 
Rezeptoren nahezu vollständig. Durch Dephosphorylierung der Rezeptoren wurde das UMB-
2 Signal wieder detektierbar. Es findet also bei beiden Rezeptoren eine SDF-1-induzierte 
Phosphorylierung statt. Die Ladekontrollen, für die sowohl der anti-HA Antikörper als auch 
der anti-Transferrinrezeptor Antikörper eingesetzt wurden, zeigten dabei keine 
entsprechenden Abweichungen im Proteinspiegel. Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass 
CXCR7-4tail anders als CXCR4-WT bereits in nicht stimulierten Kulturen konstitutiv im 
Bereich der 22 C-terminalen Aminosäuren phosphoryliert wird und dass diese 
Phosphorylierung durch Stimulation mit SDF-1 noch intensiviert wird.  
 
3.8 Der CXCR7 C-Terminus beschleunigt die Aufnahme und den Abbau von SDF-1 
Nach Untersuchung der Regulation der Internalisierung und der Aktivierung von Wildtyp-
Rezeptoren und den Tail swap-Rezeptorchimären, sollte als Nächstes die rezeptorabhängige 
Prozessierung von SDF-1 durch diese Rezeptoren untersucht werden. Dazu wurden zunächst 
die Kinetiken der Aufnahme von radioaktiv markiertem SDF-1 durch die Rezeptoren bzw. 
durch Mock-transfizierte Kulturen von HEK293-Zellen geprüft. Zunächst wurden die 
Kulturen unter Internalisierungs-verhindernden Bedingungen (4°C) mit 25 pM 125I-SDF-1 
beladen. Anschließend wurden sie mit eiskaltem PBS gewaschen, um einen SDF-Pulse zu 
erzeugen. Ein Teil der Kulturen wurde direkt nach dem Beladen lysiert, um den Startwert zu 
bestimmen. Die übrigen Kulturen wurden über verschiedene Zeitintervalle (0, 5, 15, 30 Min) 
bei 37°C inkubiert, um die Internalisierung des Radioliganden 125I-SDF-1 zu ermöglichen. 
Dann wurden die Kulturen mit einem sauren Citratpuffer (pH4,5) gewaschen, wodurch 
sämtliches, an der Zelloberfläche verbliebenes 125I-SDF-1 abgewaschen wurde, so dass der 
Anteil an aufgenommenem 125I-SDF-1 in den Lysaten gemessen werden konnte. Der Anteil 
des aufgenommenen 125I-SDF-1 wurde dann als Prozent des Startwertes dargestellt. Für alle 
vier Rezeptoren konnte die Aufnahme von 125I-SDF-1 gezeigt werden. Allerdings traten 
deutliche Unterschiede in den Kinetiken auf (Abb. 3.10A, B). Während die 125I-SDF-1 
Aufnahme bei CXCR4-WT und CXCR7-4tail relativ langsam war und das intrazelluläre 125I-
SDF-1 konstant zunahm, wurde das gebundene 125I-SDF-1 von CXCR7-WT und CXCR4-
7tail sehr schnell internalisiert und erreichte früh  ein Maximum. Dies zeigt, dass der  CXCR7  
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Abbildung 3.10: Schnelle Endocytose 
und Degradation von 125I-SDF-1 durch 
den CXCR7 C-Terminus. HEK293 
Zellen wurden transient mit Leervektor 
(Mock), Wildtyp oder Tail-swap Rezeptor 
transfiziert. A, B: Internalisierungskinetik 
von rezeptorgebundenem 125I-SDF-1. 
Rezeptortransfizierte Kulturen wurden bei 
4°C mit 125I-SDF-1 pulsmarkiert, 
gewaschen und direkt lysiert (Startwert) 
oder für die angegebenen Zeitpunkte bei 
37°C inkubiert und vor der Lyse sauer 
gewaschen, um restliches 
oberflächengebundenes 125I-SDF-1 zu 
entfernen. Die Daten der sauer 
gewaschenen Proben sind als Prozent des 
Startwerts angegeben. Rezeptoren, die 
den CXCR7 C-Terminus tragen, 
vermitteln eine schnellere Internalisierung 
von 125I-SDF-1 als Rezeptoren mit dem 
CXCR4 C-Terminus. C-F: Scavenging 
Aktivität der Wildtyp und Tail-swap 
Rezeptoren. Die verschiedenen Kulturen 
wurden für die angegebenen Zeitpunkte 
bei 37°C mit 125I-SDF-1 inkubiert. Dann 
wurden die Überstände einer TCA-
Fällung unterzogen um degradiertes 125I-
SDF-1 (C, D) von intaktem 125I-SDF-1 (E, 
F) zu separieren. C, D: Rezeptoren mit 
dem CXCR7 C-Terminus erzeugen mehr 
125I-SDF-1 Abbauprodukte im 
Zellkulturüberstand. E: Die Entfernung 
von intaktem 125I-SDF-1 aus dem 
Zellkulturüberstand erfolgt bei CXCR7-
WT und CXCR7-4tail nach einer 
ähnlichen Kinetik. F: Im Gegensatz zu CXCR4-7tail entfernt CXCR4-WT signifikante Mengen 
intaktes 125I-SDF-1 aus dem Zellkulturüberstand. G, H: Intrazelluläre Akkumulation von 125I-SDF-1. 
Die verschiedenen Kulturen wurden für die angegebenen Zeitpunkte bei 37°C mit 125I-SDF-1 
inkubiert. Anschließend wurden sie sauer gewaschen, um restliches oberflächengebundenes 125I-SDF-
1 zu entfernen, und dann lysiert. Die Messung des intrazellulären 125I ergab, dass die Rezeptoren mit 
dem CXCR7 C-Terminus schnell 125I-SDF-1 in den Zellen akkumulieren, bevor der intrazelluläre 125I-
SDF-1 Spiegel wieder leicht absinkt (CXCR7-WT) bzw. einen konstanten Spiegel erreicht (CXCR4-
7tail). Die Rezeptoren mit dem CXCR4 C-Terminus akkumulierten dagegen fortwährend mehr 125I-
SDF-1 in den Zellen. Statistik: 2way ANOVA. *: signifikante Unterschiede zwischen dem jeweiligen 
Rezeptor und Mock transfizierten Kulturen. #: signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und Tail-
swap Mutante aufzeigen. Signifikanzlevel: *: p≤0,05; **: p≤0,01; ***: p≤0,001. 
 
 
C-Terminus im Vergleich zum CXCR4 C-Terminus eine deutlich schnellere Aufnahme von 
SDF-1 ermöglicht. 
Basierend auf dieser Erkenntnis sollte als Nächstes untersucht werden, ob die Effizienz der 
SDF-1 Aufnahme aus dem Kulturmedium bei den CXCR7 C-Terminus tragenden Rezeptoren 
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auch verbessert ist. Aus diesem Grund wurden die Kulturen andauernd für 5, 30, 90 oder 120 
Minuten mit 125I-SDF-1 inkubiert. Im Anschluss wurde der Überstand abgenommen und dann 
einer Fällung mit 12,5% Trichloressigsäure (TCA) unterzogen. Dadurch konnte intaktes 
Protein pelletiert werden, während Proteinfragmente gelöst blieben. Beide Fraktionen wurden 
getrennt gemessen, um die Verhältnisse von intaktem 125I-SDF-1 und degradiertem [125I] zu 
bestimmen. Die Zellen wurden währenddessen sauer gewaschen und lysiert. So wurde 
restliches oberflächengebundenes 125I-SDF-1 entfernt und das intrazellulär akkumulierte 125I-
SDF-1 konnte gemessen werden.  
Die schnellste Akkumulation von degradiertem 125I-SDF-1 wurde im Kulturmedium von 
CXCR7-WT beobachtet (Abb. 3.10C). Der Rezeptor erzeugte in 120 Minuten 2,9mal mehr 
Abbauprodukte als CXCR7-4tail. Auch die CXCR4-Mutante, welche die C-terminale 
Domäne von CXCR7 trägt (CXCR4-7tail), erzeugte 1,7mal mehr Abbauprodukte als der 
wildtypische CXCR4-Rezeptor (Abb. 3.10C, D). Verglichen mit CXCR7-WT erzielten die 
CXCR4-7tail transfizierten Kulturen allerdings nur eine 2,4mal geringere Menge an 
degradiertem [125I]. Trotz der deutlichen Unterschiede lagen die Mengen an degradiertem 
[125I] in allen rezeptortransfizierten Kulturen signifikant über dem Level der Mock-
transfizierten Kulturen. Soweit weisen die Experimente darauf hin, dass der CXCR7 C-
Terminus nicht nur die Aufnahme von SDF-1 beschleunigt, sondern auch dessen Degradation 
bzw. die Exocytose der Degradationsprodukte erhöht. 
Die Betrachtung der Spiegel von intaktem 125I-SDF-1 in den Kulturüberständen zeigte bei 
allen vier Rezeptoren eine Abnahme über die Zeit. Am effizientesten entfernten CXCR7-WT 
und CXR7-4tail das 125I-SDF-1 aus dem Medium (Abb. 3.10E). Die Reduktion von 125I-SDF-
1 im Medium durch CXCR4-WT ist etwas geringer, aber signifikant stärker als durch 
CXCR4-7tail (Abb. 3.10F). Bei CXCR4-7tail wurde zwar eine Tendenz zur Abnahme von 
extrazellulärem 125I-SDF-1 gefunden, diese war jedoch nicht signifikant von der 125I-SDF-1 
Reduktion durch Mock-transfizierte Kulturen verschieden. Aus diesen Ergebnissen kann 
abgelesen werden, dass CXCR4-WT und CXCR7-4tail, obwohl sie SDF-1 langsamer 
aufnehmen und abbauen als die entsprechenden Rezeptoren mit der C-terminalen CXCR7-
Domäne, SDF-1 trotzdem effizient aus dem Kulturmedium entfernen. 
Um diese Diskrepanz zu erklären, wurden die Daten zur intrazellulären 125I-SDF-1-
Akkumulation herangezogen. Diese Daten zeigen eine deutliche Akkumulation von 125I-SDF-
1 in Kulturen mit CXCR4-WT und CXCR7-4tail. Im Vergleich dazu akkumulierten die 
CXCR7-WT und CXCR4-7tail transfizierten Kulturen zunächst schnell eine gewisse Menge 
125I-SDF-1, der intrazelluläre 125I-SDF-1-Spiegel erreichte aber früh sein Maximum und stieg 
39 
 
nicht weiter an (Abb. 3.10G, H). Im Fall von CXCR7-WT nahm es sogar wieder leicht ab. 
Diese Tatsache lässt sich durch den Vergleich mit den zuvor gewonnenen Erkenntnissen 
bezüglich der 125I-SDF-1-Degradation erklären. Dort konnte parallel zum stagnierenden 
intrazellulären Level von 125I-SDF-1 ein verstärktes Auftreten von extrazellulären 
Abbauprodukten beobachtet werden. Dies alles lässt vermuten, dass die Rezeptoren mit dem 
CXCR4 C-Terminus die langsamere SDF-1-Aufnahme durch eine andauernde Akkumulation 
von SDF-1 im Zellinneren kompensieren. Die Rezeptoren mit der CXCR7 C-terminalen 
Domäne nehmen SDF-1 dagegen schneller auf, schleusen Abbauprodukte dann aber auch 
schneller aus der Zelle heraus, so dass sich das intrazelluläre SDF-1-Level schneller bei einer 
bestimmten Konzentration einpendeln kann. 
 
3.9 Potentielle  Phosphorylierungsstellen  im  CXCR7  C-Terminus  beeinflussen  die 
Geschwindigkeit der Rezeptorinternalisierung 
Bisher wurden vor allem die Auswirkungen des Austausches der C-Terminalen Domänen von 
CXCR7 und CXCR4 auf die Funktionalität der Rezeptoren untersucht. Darüber hinaus 
wurden weitere Mutanten des CXCR7-Rezeptors auf veränderte Rezeptorfunktionalität hin 
untersucht. Wie aus den in Abschnitt 3.2 beschriebenen Ergebnissen hervorgeht, gab es bei 
diesen Mutanten aber keinen Hinweis auf eine veränderte Funktionalität. Während der 
Durchführung der weiterführenden Untersuchungen zu den Tail swap-Mutanten geriet 
allerdings eine weitere Mutante in den Fokus, deren Funktionalität deutlich eingeschränkt zu 
sein schien. Bei dieser Mutante handelte es sich um eine Phosphorylierungsstellen-defiziente 
Mutante, bei der komplementär zur CXCR7-Y/A Mutante sämtliche Serin- und Threonin-
Reste durch Alanine ersetzt wurden. 
Für die Charakterisierung dieser ST/A-Mutante wurde zunächst die bereits unter 3.1 
beschriebene immuncytochemische Pulsmarkierung herangezogen. Dabei wurden die 
lebendigen rezeptortransfizierten und mit Primärantikörper beladenen Kulturen über 
verschiedene Zeitintervalle (0, 5, 15, 30 Min.) bei Internalisierung-ermöglichenden 37°C ohne 
oder mit 20 nM SDF-1 inkubiert. Anschließend wurden die Kulturen fixiert, permeabilisiert 
und pulsmarkiertes Rezeptorprotein wurde mit Cy3-konjugiertem Sekundärantikörper 
detektiert und mit konfokaler Mikroskopie dokumentiert.  
Bereits dieser relativ einfache Versuchsansatz zeigte deutliche Unterschiede zwischen der 
CXCR7-ST/A Mutante und CXCR7-WT. Diese stellten sich vor allem bei den frühen 
Zeitpunkten, insbesondere aber nach 15 Minuten Inkubationszeit, dar. So war bei der ST/A-





Abbildung 3.11: Unterschiede bei der Internalisierung von CXCR7-WT und Serin/Threonin-
defizienten Mutanten. Immuncytochemische Pulsmarkierung von wildtypischen und mutierten 
Rezeptoren in transfizierten HEK293 Zellen zur Visualisierung der Rezeptorinternalisierung. Die 
Rezeptoren wurden mit anti-HA Antikörper bei 4°C pulsmarkiert. Danach wurden die Kulturen für 15 
Min. ohne Ligand (A-D) oder mit 20 nM SDF-1 (E-H) bei 37°C inkubiert. Die Detektion erfolgte 
mittels Cy3-konjugiertem Sekundärantikörper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler 
Mikroskopie. I: Schematische Übersicht über die durch Alanine ersetzten Serin- und Threonin-Reste 
der ST/A-Mutanten im CXCR7 C-Terminus. J: Internalisierungskinetik von rezeptorgebundenem 125I-
SDF-1. Rezeptortransfizierte Kulturen wurden bei 4°C mit 125I-SDF-1 pulsmarkiert, gewaschen und 
direkt lysiert (Startwert) oder für die angegebenen Zeitpunkte bei 37°C inkubiert und vor der Lyse 
sauer gewaschen, um restliches oberflächengebundenes 125I-SDF-1 zu entfernen. Die Daten der sauer 
gewaschenen Proben sind als Prozent des Startwerts angegeben. Die nicht internalisierende Mutante 
CXCR7-ΔCterm wurde als Negativkontrolle eingefügt. Die Reduktion von potentiellen 
Phosphorylierungsstellen im C-Terminus führt zu einer langsameren Internalisierung von 125I-SDF-1 
durch den CXCR7-Rezeptor. Statistik: Vergleich von CXCR7-WT und ST/A-Mutanten mit 2way 
ANOVA. Signifikanzlevel: *: p≤0,05; **: p≤0,01; ***: p≤0,001. 
 
 
dargestellt) und auch nach 15 Minuten war ein Großteil des Rezeptorproteins  noch an der 
Zelloberfläche (Abb.  3.11B, F). Der wildtypische CXCR7-Rezeptor internalisiert dagegen 
schon in 5 Minuten nahezu vollständig und liegt bei 15 Minuten vollständig internalisiert vor 
(Abb. 3.11A, E). Nach 30 Minuten Inkubation ist dann aber auch das pulsmarkierte ST/A-
Rezeptorprotein fast vollständig internalisiert und es ist kein eindeutiger Unterschied zu 
CXCR7-WT mehr zu erkennen. Die Stimulation mit SDF-1 scheint auf diesen Vorgang 
keinen Einfluss zu haben. Die SDF-1 behandelten Präparate (Abb. 3.11E-H) zeigen keine 
erkennbaren Unterschiede zu den unbehandelten Präparaten (Abb. 3.11A-D). 
Deshalb konnte für die genauere Untersuchung und Quantifizierung der Unterschiede in der 
Internalisierungskinetik die Internalisierung von rezeptorgebundenem 125I-SDF-1, wie bereits 
unter 3.8 beschrieben wurde, gemessen werden. Mit diesem Versuchsaufbau konnten die 
Erkenntnisse aus der Immuncytochemie bestätigt werden. Die ST/A-Mutante nimmt 
gebundenes 125I-SDF-1 auf, dieser Vorgang ist aber deutlich langsamer als bei CXCR7-WT 
(Abb. 3.11J). Außerdem kann CXCR7-ST/A in 30 Minuten nur etwa ein Drittel des 
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gebundenen 125I-SDF-1 aufnehmen, während CXCR7-WT in der gleichen Zeit mindesten drei 
Viertel des gebundenen 125I-SDF-1 aufnimmt. 
Um die veränderte Internalisierungskinetik von CXCR7-ST/A auf eine 
Phosphorylierungsstelle oder ein bestimmtes Serin-Threonin-Motiv zurückführen zu können, 
wurden noch zwei weitere ST/A-Mutanten erstellt und auf ihre Internalisierungskinetik hin 
untersucht. Bei jeder der beiden Mutanten war nur je ein Motiv aus drei der insgesamt acht 
Serin- und Threonin-Reste verändert (Abb. 3.11I). Die Abweichungen beider Mutanten von 
der Internalisierungskinetik von CXCR7-WT waren aber geringer als bei der ST/A-Mutante. 
In der Immuncytochemie sind sie nach 5 Minuten zwar noch nicht so stark internalisiert wie 
der Wildtyprezeptor, aber bereits nach 15 Minuten ist kaum mehr ein Unterschied zu CXCR7-
WT zu sehen (Abb. 3.11C, D, G, H). Dies wird durch die Quantifizierung der 125I-SDF-1 
Internalisierung bestätigt. Bei den partiellen ST/A-Mutanten beginnt die Internalisierung von 
125I-SDF-1 langsamer, nach 15 Minuten ist der Unterschied zu CXCR7-WT aber nur noch 
gering. Außerdem vermitteln sie die Internalisierung von 125I-SDF-1 deutlich schneller als 
CXCR7-ST/A. Diese Daten zeigen eine deutliche Abhängigkeit der Internalisierungskinetik 
des CXCR7-Rezeptors von potenziellen C-terminalen Phosphorylierungsstellen.  Diese sind 
allerdings nicht für die Rezeptorinternalisierung allein verantwortlich, sondern ermöglichen 
eher eine beschleunigte Internalisierung. Außerdem kann dieser Effekt nicht auf ein 







4  Diskussion 
 
Es ist noch nicht lange her, dass eindeutige Unterschiede in der Funktion von CXCR4 und 
CXCR7 festgestellt wurden. Beide Rezeptoren binden und internalisieren SDF-1, aber nur 
CXCR7 ist ein effizienter Scavenger (Balabanian et al., 2005; Burns et al., 2006; Boldajipour 
et al., 2008). Außerdem unterscheidet sich CXCR7 von CXCR4 dadurch, dass er keine 
Signale über heterotrimere G-Proteine vermittelt und Liganden-unabhängig internalisiert 
(Sierro et al, 2007; Levoye et al., 2009; Rajagopal et al., 2009; Luker et al, 2010; Naumann et 
al., 2010). Über die strukturellen Determinanten, welche diese verschiedenen 
Rezeptorfunktionen vermitteln, ist allerdings relativ wenig bekannt (Zabel et al., 2009; Gravel 
et al., 2010; Naumann et al., 2010; Canals et al., 2012; Ray et al., 2012). Durch die in dieser 
Arbeit durchgeführten Untersuchungen wurde gezeigt, dass die C-terminale Domäne viele 
wichtige Eigenschaften von CXCR7 beeinflusst. So entsteht durch die Übertragung der C-
terminalen Domäne von CXCR4 auf den CXCR7-Rezeptor eine Rezeptorchimäre, die SDF-1-
abhängig internalisiert und konstitutiv phosphoryliert wird, aber kaum Liganden-unabhängige 
Internalisierung aufweist. Außerdem beschleunigt der CXCR7 C-Terminus nicht nur die 
Rezeptor-abhängige Endocytose und Degradation von SDF-1 durch einen phosphorylierungs-
abhängigen Prozess, sondern trägt auch zur Degradation des Rezeptorproteins selbst bei. 
 
4.1.1 Die Spontane Internalisierung wird durch den CXCR7 C-Terminus reguliert und 
erfolgt über Clathrin-vermittelte Endocytose 
Zu Beginn dieser Studie konnte durch verschiedene spezifische Endocytosehemmer deutlich 
gezeigt werden, dass CXCR7 über Clathrin-vermittelte Endocytose internalisiert wird und 
dass Caveolae in diesem Zusammenhang keine Rolle spielen. Diese Daten korrelieren mit 
anderen Studien, die deutliche Beeinträchtigungen der Rezeptorinternalisierung und SDF-1-
Aufnahme durch die Blockierung der Clathrin-vermittelten Endocytose erzielen konnten 
(Luker et al., 2010; Ray et al., 2012).  
Im Weiteren wurden der Prozess der CXCR7-Internalisierung und der Einfluss der C-
terminalen Domäne auf die Liganden-unabhängige Rezeptorinternalisierung untersucht. Die 
Analyse von CXCR7, CXCR4 und den Tail swap-Mutanten ergab, dass der C-terminalen 
Domäne eine zentrale Rolle bei dieser spontanen Rezeptorinternalisierung zukommt. Durch 
den Austausch der C-terminalen Domäne des CXCR7-Rezeptors gegen die entsprechende 
Domäne des CXCR4-Rezeptors (CXCR7-4tail) wurde die spontane Internalisierung 
ausgelöscht. Umgekehrt konnte durch Einfügen des CXCR7 C-Terminus am CXCR4-
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Rezeptor (CXCR4-7tail) spontane Internalisierung induziert werden. Welche Bedeutung die 
spontane Internalisierung für die Funktion von CXCR7 hat, ist dadurch aber noch nicht 
geklärt.  
 
4.1.2 G-Protein und MAP-Kinase Aktivierung werden durch den CXCR7 C-Terminus 
reguliert 
Einen Hinweis auf die Funktion von CXCR7 liefert die CXCR4-7tail Mutante. Bei dieser 
Mutante findet im Gegensatz zu CXCR4-WT keine G-Protein Kopplung statt und die 
Aufnahme und Degradation von SDF-1 ist beschleunigt. Die fehlende G-Protein Kopplung 
kann Erstens durch die geringe Verweildauer des Rezeptors an der Zelloberfläche ausgelöst 
werden, welche durch die konstitutive Internalisierung von Rezeptoren mit dem CXCR7 C-
Terminus zustande kommt. Zweitens kann der Rezeptor aufgrund seiner Konformation oder 
durch spezielle intrazelluläre Modifikationen von der Kopplung an G-Proteine abgehalten 
werden. Auf beschleunigter Aufnahme und Degradation von SDF-1 basiert die Scavenger-
Funktion von CXCR7. Da diese Eigenschaften auch bei CXCR4-7tail auftreten, sind sie der 
C-terminalen Domäne von CXCR7 zuzuschreiben. Aufgrund dieser Tatsachen kann man 
annehmen, dass bei CXCR7 die Scavenger-Funktion im Vordergrund steht und dass die G-
Protein Kopplung vernachlässigt wird.  
Der Annahme, dass CXCR7 durch seine geringe Verweildauer an der Zelloberfläche nicht an 
G-Proteine koppeln kann, widersprechen die Erkenntnisse über die CXCR7-4tail Mutante. 
Der CXCR4 C-Terminus verhindert bei dieser Mutante nicht nur die spontane 
Internalisierung, sondern auch die schnelle Aufnahme und den damit verbundenen Abbau von 
SDF-1. Trotzdem ermöglicht der CXCR4 C-Terminus dem CXCR7-Rezeptor keine G-Protein 
Kopplung. Die G-Protein Kopplung wird demnach nicht durch eine geringe Verweildauer an 
der Zelloberfläche verhindert.  
Neben dem C-Terminus ist bei klassischen Chemokinrezeptoren auch die zweite cytosolische 
Rezeptordomäne und insbesondere das darin enthaltene DRYLAIV-Motiv für die G-Protein 
Kopplung entscheidend (Thelen und Thelen, 2008). Bei CXCR7 ist dieses Motiv verändert 
(DRYLSIT). Um den Einfluss der zweiten cytosolischen Domäne auf die G-Protein Kopplung 
von CXCR7 zu untersuchen, wurde auch diese Domäne von CXCR7-WT und CXCR7-4tail 
durch die entsprechende CXCR4-Domäne vertauscht und die daraus resultierenden 
Rezeptormutanten wurden ebenfalls auf G-Protein Kopplung hin untersucht. Auch bei diesen 
Mutanten konnte keine Aktivierung von G-Proteinen nachgewiesen werden. Die fehlende G-
Protein Kopplung von CXCR7-4tail und CXCR7-2cD4-4tail muss demnach über die 
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Rezeptorkonformation bzw. spezielle intrazelluläre Modifikationen erklärt werden, die von 
der Basis des CXCR7-Rezeptors ausgelöst werden. Für CXCR7-4tail konnte die konstitutive 
Phosphorylierung der C-terminalen Domäne gezeigt werden. Durch dieses Ergebnis liegt es 
nahe, das CXCR7 durch konstitutive, intrazelluläre Phosphorylierung dauerhaft desensitisiert 
ist und die Kopplung an G-Proteine aus diesem Grund nicht möglich ist. 
Neben der Aktivierung von G-Proteinen gibt es noch einen weiteren Signaltransduktionsweg, 
über den intrazelluläre Signalkaskaden bei GPCRs aktiviert werden können. Dieser wird über 
β-Arrestine vermittelt, die bis vor Kurzem nur durch ihre Rolle bei der Endocytose bekannt 
waren (Gurevich und Gurevich, 2006). Für CXCR7 wurde diese Art der Signalübertragung 
bereits mehrfach im Zusammenhang mit der Aktivierung von MAP-Kinasen untersucht 
(Rajagopal et al., 2010; Decaillot et al., 2011; Canals et al., 2012; Ray et al., 2012). Alle diese 
Studien zeigen in der Zelllinie HEK293 eine Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2, die in 
Zusammenhang mit der Rekrutierung von β-Arrestin 2 steht. Die HEK293-Zelllinie 
exprimiert signifikante Mengen endogenen CXCR4-Rezeptor. In der vorliegenden Studie 
wurde an naiven HEK293-Kulturen SDF-1-induzierte, CXCR4-spezifische Phosphorylierung 
von ERK1/2 nachgewiesen. In den anderen Studien wurde der Einfluss von endogenem 
CXCR4 nicht untersucht und auch nicht ausgeschlossen. Die Aussagekraft der Studien 
bezüglich CXCR7-spezifischer MAPK-Aktivierung ist deshalb anzuzweifeln. Für die 
weiteren Untersuchungen zur MAPK-Aktivierung wurden deshalb CHO-K1 Zellen 
verwendet, die untransfiziert keine ERK1/2-Phosphorylierung nach Stimulation mit SDF-1 
zeigen. An CXCR4-WT transfizierten CHO-Kulturen konnte eine durch SDF-1 Stimulation 
induzierte Phosphorylierung von ERK1/2 nachgewiesen werden. Außerdem wurde gezeigt, 
dass es sich dabei um einen Gαi-vermittelten Effekt handelt. An CXCR7-WT und CXCR7-
4tail transfizierten CHO-Kulturen fand unter den gegebenen Versuchsbedingungen aber keine 
SDF-1-vermittelte MAPK-Aktivierung statt. Demnach findet durch den CXCR7-Rezeptor 
weder über G-Proteine, noch über den alternativen, β-Arrestin 2-abhängigen 
Signaltransduktionsweg eine MAPK-Aktivierung statt. 
 
4.1.3 Die C-terminale Domäne von CXCR7 beeinflusst die Rezeptorstabilität 
Immunoblotanalysen von rezeptortransfizierten Kulturen zeigten deutliche Unterschiede 
zwischen den Expressionsspiegeln der unterschiedlichen Wildtyp- und Tail swap-Rezeptoren, 
die Hinweise auf eine unterschiedliche Regulation des Rezeptorproteinspiegels von CXCR7 
und CXCR4 liefern. Die Signale der Kulturen mit Rezeptoren, die den CXCR7 C-Terminus 
tragen, waren dabei mindestens um das Fünffache geringer als die Signale der entsprechenden 
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Rezeptoren mit dem CXCR4 C-Terminus. Eine Ursache für diese Expressionsunterschiede 
wurde bei der Betrachtung der basalen Rezeptordegradation aufgedeckt. Wird die 
Proteinsynthese durch Cycloheximidbehandlung blockiert, so zeigen CXCR7-WT und 
CXCR4-7tail einen beschleunigten Abbau des exprimierten Rezeptorproteins. Die Expression 
der Rezeptoren mit der CXCR4 C-terminalen Domäne ist dagegen deutlich stabiler. Der 
CXCR7 C-Terminus beschleunigt also nicht nur die Liganden-unabhängige Internalisierung, 
sondern auch den Abbau von Rezeptorprotein. Folgerichtig ist davon auszugehen, dass der 
endogen exprimierte CXCR7-Rezeptor im Gewebe durch Mechanismen wie 
Transkriptionskontrolle und Rezeptorrecycling kontrolliert wird, um die Gesamtexpression 
von CXCR7 im Gleichgewicht zu halten (Luker et al., 2010; Naumann et al., 2010; Canals et 
al., 2012). 
Weitere Analysen der Expressionsspiegel der transient transfizierten Rezeptoren 
verdeutlichen den Einfluss von SDF-1 auf die Rezeptorexpression. Durch die 
Langzeitbehandlung mit SDF-1 entstehen deutliche Unterschiede zwischen den 
Proteinspiegeln von CXCR7 und CXCR4. Übereinstimmend mit den Ergebnissen aus anderen 
Studien (Boldajipour et al., 2008; Naumann et al., 2010; Sanchez-Alcaniz et al., 2011) wurde 
CXCR4-WT durch die Behandlung mit SDF-1 deutlich abgebaut. Die Expressionsspiegel von 
CXCR7-WT und beiden Tail swap-Mutanten wurden dagegen nicht von SDF-1 beeinflusst. 
Demzufolge funktioniert bei CXCR7 und CXCR4 die Regulation der 
Gesamtrezeptorexpression deutlich verschieden. Der CXCR7 C-Terminus beschleunigt den 
basalen Abbau von Rezeptorprotein, während CXCR4 keinem basalen Abbau unterliegt und 
nur durch Stimulation mit SDF-1 abgebaut wird. Mehr Gemeinsamkeiten hat CXCR7 
dagegen mit CXCR3, einem weiteren nahe verwandten Chemokinrezeptor, der den Liganden 
ITAC mit CXCR7 teilt. CXCR3 wird ebenfalls Liganden-unabhängig internalisiert und die 
Aufrechterhaltung des Expressionsspiegels erfolgt über mRNA-Transkription und de novo 
Rezeptorsynthese (Meiser et al., 2008). Es ist davon auszugehen, dass der CXCR7-
Expressionsspiegel ebenfalls über de novo Rezeptorsynthese aufrechterhalten wird. Darüber 
hinaus bleibt vermutlich ein Teil des Rezeptorproteins durch Recycling-Prozesse erhalten, da 







4.1.4 Schnelle Internalisierung und Degradation von SDF-1 werden durch die C-
terminale Domäne vermittelt 
Nicht nur die Rezeptorinternalisierung von CXCR7 ist besonders schnell, sondern auch die 
CXCR7-vermittelte Endocytose von SDF-1. Experimente mit radioaktiv markiertem SDF-1, 
bei denen entweder eine Pulsmarkierung von Oberflächenrezeptoren vorgenommen oder eine 
dauerhafte Inkubation mit SDF-1 durchgeführt wurde, zeigen deutlich den Einfluss der C-
terminalen Domäne auf die Aufnahme und den Abbau von SDF-1. Rezeptoren, die den 
CXCR7 C-Terminus tragen, sind affiner für SDF-1 und internalisieren es viel schneller als die 
entsprechenden Rezeptoren mit der C-terminalen Domäne von CXCR4. Diese Erkenntnis 
korreliert mit den Ergebnissen von Zabel und Kollegen aus dem Jahr 2009, wo CXCR7 mit 
der verkürzten Mutante CXCR7ΔC-term verglichen wird. Die Ergebnisse führen zu der 
Aussage, dass die C-terminale Domäne die Affinität für SDF-1 erhöht und für die 
Internalisierung essentiell ist (vgl. Abb. 3.11). 
Durch die effiziente Endocytose von SDF-1, die zusammen mit der durch SDF-1 
beschleunigten Rezeptorinternalisierung auftritt, ist auch die Degradation von SDF-1 durch 
CXCR7-WT und CXCR4-7tail deutlich stärker. Bei diesem Prozess spielt auch die 
Rezeptorstabilität eine wichtige Rolle. Unter den gegebenen experimentellen Bedingungen, 
waren die Rezeptoren mit dem CXCR4 C-Terminus deutlich stärker exprimiert. Dies erklärt, 
warum CXCR4-WT und CXCR7-4tail nennenswerte Mengen SDF-1 akkumulieren konnten, 
obwohl sie SDF-1 weniger affin binden und deutlich langsamer internalisieren. Bei 
physiologischen Bedingungen würde man von ähnlichen Expressionsspiegeln ausgehen. 
Berücksichtigt man darüber hinaus das Fließgleichgewicht von CXCR7 und die CXCR4-
Abnahme nach Langzeitbehandlung mit SDF-1, so ist es absehbar, dass CXCR7 unter 
physiologischen Bedingungen der effizientere SDF-1-Scavenger ist. Als Konsequenz dieser 
Scavenger-Funktion verhindert CXCR7 die durch SDF-1 induzierte Degradation von CXCR4 
und balanciert auf diese Weise die SDF-1/CXCR4-Signalwege in der Ontogenese (Sanchez-
Alcaniz et al., 2011). Unter den pathologischen Bedingungen einer Multiplen Sklerose 
verhindert die Scavenger-Funktion des in den Läsionen exprimierten CXCR7 dagegen die 
Rekrutierung von Leukocyten (Cruz-Orengo et al., 2011). 
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4.1.5  Strukturelle Determinanten im CXCR7 C-Terminus regulieren die 
Rezeptorinternalisierung 
In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass viele der wichtigen Funktionen von 
CXCR7 auf die C-terminale Domäne zurückzuführen sind. Es ist jedoch immer noch offen, 
welche strukturellen Determinanten im C-Terminus diese Funktionen kodieren. Vorhersagen 
für die Sekundärstruktur von CXCR7 (Jones, 1999; Bryson et al., 2005) weisen auf eine C-
terminale Helix VIII kurz hinter dem konservierten NPxxY-Motiv am Ende von 
Transmembranhelix VII hin, wie sie in vielen Klasse A GPCRs auftritt. Der CXCR4-Rezeptor 
hat keine solche Helix VIII, wie vor Kurzem überraschend durch die Aufklärung der CXCR4-
Kristallstruktur gezeigt wurde (Wu et al., 2010). Dieser Unterschied war Anlass für zwei 
weitere Mutanten, bei denen die Helix VIII-kodierende Sequenz von CXCR7 deletiert bzw. 
durch den nicht helikalen Bereich von CXCR4 ersetzt wurde. Mit diesen Mutanten sollte 
untersucht werden, ob dieser Bereich der putativen Helix VIII eine veränderte 
Rezeptorinternalisierung aufweist. Es wurden keine Hinweise auf eine deutlich veränderte 
Internalisierung von CXCR7 gefunden. Daraufhin wurde im restlichen C-Terminus, den 
letzten 24 C-terminalen Aminosäuren des CXCR7-Rezeptors nach weiteren bekannten 
Motiven gesucht, die Einfluss auf die Internalisierung haben könnten.  
Im CXCR3-Rezeptor ist am äußersten C-Terminus ein YXXL-Motiv enthalten, das die 
spontane Internalisierung dieses Rezeptors vermittelt (Meiser et al., 2008). Diese Art von 
Motiv dient auch in vielen anderen Transmembranrezeptoren als Signal für endosomale und 
lysosomale Zielführung (Bonifacino und Traub, 2003). Die CXCR7-Aminosäuresequenz 
enthält ebenfalls ein YXXL-Motiv (YSAL), das neun Aminosäuren vor dem C-terminalen 
Ende beginnt. Das Übertragen dieses Motivs auf den CXCR4-Rezeptor in der CXCR4-7(C9) 
Mutante induzierte aber keine Liganden-unabhängige Internalisierung von CXCR4. Des 
Weiteren konnte durch Untersuchung der CXCR7-Y/A Mutante generell ausgeschlossen 
werden, dass ein Tyrosin-basiertes Motiv für die spontane Internalisierung von CXCR7 
notwendig ist. 
Neben Tyrosinen sind Serine und Threonine als potentielle Phosphorylierungsstellen wichtige 
Aminosäurereste der C-terminalen Rezeptordomäne. Es konnte gezeigt werden, dass der 
Austausch aller Serine und Threonine im CXCR7 C-Terminus eine deutlich verlangsamte 
Internalisierung und SDF-1 Aufnahme bewirkt. Diese interessante Erkenntnis erlaubt erstmals 
detaillierte Rückschlüsse auf den C-terminalen Mechanismus, der die Internalisierung von 
CXCR7 und SDF-1 reguliert.  
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Die Tatsache, dass der Verlust von potentiellen Phosphorylierungsstellen starke 
Auswirkungen auf die spontane und Liganden-abhängige Rezeptorinternalisierung und auf die 
SDF-1-Aufnahme hat, weist auf einen Mechanismus hin, der auf verschiedenen 
Proteinkinase-vermittelten Phosphorylierungen der C-terminalen CXCR7-Domäne beruht. 
Dabei scheint CXCR7 konstitutiver Phosphorylierung zu unterliegen, welche die schnelle 
spontane Internalisierung von CXCR7 ermöglicht. Ein ähnlicher Effekt wurde bereits für 
einen weiteren Chemokinrezeptor, den atypischen Scavenging-Rezeptor D6 berichtet, der an 
einem bestimmten Serin-Cluster konstitutiv phosphoryliert wird (McCulloch et al., 2008). 
Dadurch erhöht sich die Stabilität des D6-Rezeptors, es findet inertes Rezeptortrafficking statt 
und β-Arrestin wird an den D6-Rezeptor rekrutiert. Auch bei CXCR7 könnte die konstitutive 
Phosphorylierung zur basalen Rekrutierung von β-Arrestin führen, von der bereits berichtet 
wurde (Rajagopal et al., 2010; Decaillot et al., 2011; Canals et al., 2012; Ray et al., 2012). 
Diese Annahme wird durch die Ergebnisse bestärkt, dass der CXCR4 C-Terminus starker 
konstitutiver Phosphorylierung unterliegt, wenn er mit dem CXCR7-Rezeptor fusioniert 
wurde (CXCR7-4tail). Von Gravel et al. wurde 2010 bereits gezeigt, dass an eine 
vergleichbare Mutante konstitutiv β-Arrestin 2 rekrutiert wird. Es besteht daher die 
Möglichkeit, dass die CXCR7-Basis zu einer Konformation neigt, die konstitutive C-
terminale Phosphorylierung begünstigt und dadurch die Rekrutierung von β-Arrestin 2 
initiiert.  
Durch die Stimulation mit Ligand treten verstärkte C-terminale Phosphorylierung und 
beschleunigte Internalisierung von CXCR7 auf, mit denen schnelle Aufnahme und 
Degradation von SDF-1 einhergehen. Durch SDF-1 findet demnach eine Veränderung im 
CXCR7-Rezeptor statt, welche den C-Terminus für weitere Proteinkinasen zugänglich macht. 
Durch die Kinasen können weitere Phosphorylierungen an Serin- und/oder Threoninresten 
initiiert werden, die dann Prozesse in Gang setzen können, welche die 
Rezeptorinternalisierung beschleunigen. An diesen Prozessen könnte ebenfalls β-Arrestin 2 
beteiligt sein, da eine verstärkte Rekrutierung von β-Arrestin 2 nach SDF-1 Behandlung, die 
mit schneller CXCR7-Internalisierung einhergeht, bereits beschrieben wurde (Canals et al., 
2012; Ray et al., 2012). Von einer SDF-1-induzierten Signaltransduktion über CXCR7 und 
einer Aktivierung intrazellulärer Signalkaskaden, kann, wie bereits unter 4.1.2 diskutiert, aber 
eher nicht ausgegangen werden. 
Überraschenderweise konnten die essentiellen Phosphorylierungsstellen, die für die 
beschleunigte Internalisierung von CXCR7 verantwortlich sind, nicht auf ein bestimmtes 
Cluster aus Serin- und Threoninresten im distalen oder proximalen C-Terminus eingegrenzt 
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werden. Beide Mutanten mit partiell eliminierten Phosphorylierungsstellen wiesen nur eine 
leichte Beeinträchtigung der Internalisierung auf, die nicht im Vergleich zur Mutante mit 
vollständig eliminierten Phosphorylierungsstellen steht. Dies legt die Vermutung nahe, dass 
mehrere Phosphorylierungsstellen zur schnellen CXCR7-Internalisierung beitragen und dass 
sie kein spezielles Motiv bilden, sondern über den C-Terminus verteilt vorliegen. Für eine 
korrekte Rezeptorfunktion muss deshalb der gesamte CXCR7 C-Terminus unverändert 
vorliegen. Diese Hypothese wird durch die aktuellen Erkenntnisse von Ray und Kollegen 
(2012) unterstützt, deren Studie die Auswirkungen von Deletionen am CXCR7 C-Terminus 
untersucht. Sie beschreiben, wie die schrittweise Verkürzung des C-Terminus zu reduzierter 
Internalisierung, β-Arrestin Rekrutierung und Scavenger-Aktivität von CXCR7 führt. Dabei 
korreliert die fortschreitende Deletion mit der in dieser Studie gezeigten, fortschreitenden 
Elimination von Phosphorylierungsstellen. Je mehr Aminosäuren und potentielle 





5.  Schlussfolgerungen 
In der durchgeführten Studie konnten viele Erkenntnisse über die Funktion und Regulation 
des Chemokinrezeptors CXCR7 gewonnen werden. Dabei stellte sich heraus, dass die C-
terminale Domäne einen sehr starken regulatorischen Einfluss auf den Rezeptor hat und für 
eine korrekte Rezeptorfunktion essentiell ist. Der C-Terminus ermöglicht die konstitutive 
Internalisierung des CXCR7-Rezeptors, der über Clathrin-vermittelte Endocytose ins 
Zellinnere geschleust wird. Ein Großteil des internalisierten Rezeptorproteins wird dort dem 
Abbau zugeführt. Der Aufrechterhaltung des Gesamtexpressionsspiegels dienen de novo 
Synthese und Rezeptorrecycling, durch die ein Fließgleichgewicht entsteht. Der CXCR7-
Expressionsspiegel unterliegt auf diese Weise einer strikten Kontrolle. Die CXCR7-
Degradation wird ebenfalls durch die C-terminale Domäne vermittelt und ist unabhängig von 
der Ligandenbindung. Eine CXCR7-vermittelte Signaltransduktion durch Stimulation mit 
SDF-1, die entweder über G-Proteine oder über alternative Mechanismen verläuft und zu 
einer Calcium-Antwort oder MAPK-Aktivierung führen könnte, konnte in dieser Studie nicht 
gezeigt werden. Vielmehr verhindert der CXCR7 C-Terminus die G-Protein Kopplung und 
MAPK-Aktivierung, da er konstitutiv phosphoryliert vorliegt und der Rezeptor so 
desensitisiert ist. Die C-terminale Rezeptorphosphorylierung wird dabei durch die 
Konformation der Rezeptorbasis vermittelt und kann durch Ligandenbindung moduliert 
werden. Es konnte ausgeschlossen werden, dass das veränderte DRYLAIV-Motiv in der 
zweiten cytosolischen Domäne von CXCR7 die G-Protein Kopplung unterbindet. Auch in 
anderen Studien wird CXCR7 nicht als klassischer G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
beschrieben, sondern ist hauptsächlich als Scavenger bekannt. Er bindet SDF-1 hochaffin, 
internalisiert es besonders schnell und führt es in großen Mengen dem lysosomalen Abbau zu. 
Die C-terminale Domäne hat großen Einfluss auf diesen Prozess. Diese Studie zeigt, dass 
CXCR7 erst durch sie zum effektiven Scavenger wird. Diese Rezeptorfunktion wird 
vermutlich durch eine verstärkte Phosphorylierung C-terminaler Serin- und/oder 
Threoninreste ermöglicht, die durch die Bindung von SDF-1 und CXCR7 initiiert wird. Dabei 
kommt es weniger auf ein konkretes Serin-/Threonin-Motiv an, sondern es muss eine Vielzahl 
dieser Phosphorylierungsstellen am C-Terminus vorliegen, um eine uneingeschränkte 
Rezeptorinternalisierung und die damit verbundene Scavenging-Funktion von CXCR7 zu 
ermöglichen. Der genaue Mechanismus der CXCR7-Phosporylierung an C-terminalen Serin- 
und/oder Threoninresten muss in Zukunft aber noch genauer untersucht werden, um seinen 
genauen Einfluss auf die CXCR7-Funktionen zu charakterisieren. 
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